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Résumé 
Actuellement, l'obésité et le syndrome métabolique en général sont des problèmes 
majeurs de santé publique, principalement dans les sociétés industrialisées. Le syndrome 
métabolique est complexe et multifactoriel car il regroupe un ensemble de symptômes tels 
qu ' une résistance à l'insuline, de l'hypertension ou des troubles du métabolisme des lipides 
menant à l 'obésité. Dans notre étude, nous avons étudié l' obésité et ses conséquences sur un 
modèle de souris C57BL/6. Pendant 16 semaines, ces souris ont été nourries avec de la 
nourriture riche en lipide (HFD) ou contenant peu de lipides (LFD). De plus, chacun de ces 
groupes a reçu un inhibiteur spécifique de la iNOS, le L-NIL. Une augmentation de la 
concentration d'iNOS et une diminution de celle d'eNOS ont été observées durant l'obésité et 
il y aurait donc une altération au niveau de la production de NO. De plus, ce NO produit serait 
responsable de stress nitrosatifs. Le L-NIL permettrait donc de réduire ce NO délétaire. Le but 
de cette étude consiste dès lors à mettre en évidence l'implication du NO dans le trouble du 
métabolisme, du développement de la résistance à l'insuline et de l'inflammation associée à 
l'obésité au niveau du tissu adipeux et du foie. Nos résultats ont démontrés qu'une 
alimentation riche en sucres et en graisses ainsi qu'une sédentarité induisent des 
dysfonctionnements du métabolisme et mènent progressivement à de l'obésité. En effet, une 
augmentation de l 'ingestion de lipides mène à une augmentation de leur stockage sous forme 
de triglycérides par le tissu adipeux. Deux conséquences suivent ce phénomène : 
Premièrement, l'augmentation de la taille des adipocytes et donc leur impossibilité à stocker 
d' avantage d'acides gras. Il en résulte une accumulation ectopique au niveau de différents 
organes. Deuxièmement, en tant qu'organe endocrine, le tissu adipeux augmente la sécrétion 
d'adipokines, ce qui va mener à de l ' inflammation, des stress oxydatifs et de la résistance à 
l'insuline. Ceci mène au développement de lésions au niveau d'autres organes comme le foie, 
les muscles, le cœur ou les reins . Dans ce contexte physiopathologique particulier, nous nous 
sommes attachés à caractériser les atteintes adipocytaires et hépatiques grâce à l' analyse 
histologique et fonctionnelle de ces organes. Par ailleurs, le développement de l' obésité peut 
mener à différentes perturbations liées à la dyslipidémie, l'inflammation, au stress oxydatif ou 
à la résistance à l'insuline. Les tissus et le plasma de souris appartenant aux groupes LFD et 
HFD, traitées ou non à l'aide de L-NIL, ont également été analysés et les résultats obtenus ont 
révélés un effet bénéfique du L-NIL. 
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Janvier 2015 
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De nos jours, le syndrome métabolique est un problème majeur de santé publique, 
principalement dans les sociétés industrialisées. Ce syndrome regroupe un ensemble de 
symptômes tels qu ' une résistance à l' insuline, de l'hypertension ou des troubles du métabolisme 
des lipides menant à l'obésité. Une alimentation déséquilibrée ainsi qu'une sédentarité 
induisent des dysfonctionnements du tissu adipeux, résultant en un trouble de la sécrétion des 
adipokines, molécules régulatrices produites par les adipocytes. Ces processus déterminent le 
développement de lésions au niveau d' autres organes comme le foie , les muscles, le cœur ou 
les reins. Dans ce contexte physiopathologique particulier, l'une des approches expérimentales 
mises en œuvre dans le laboratoire de Physiologie générale visait à mettre en évidence des 
altérations structurelles et fonctionnelles au niveau du rein et d' évaluer l' implication du 
monoxyde d'azote (NO) dans la progression des atteintes rénales (Depomrnier, Master BBMC 
2013-2014, UNamur). 
Dans le cadre de ce mémoire, nous nous sommes attachés à caractériser les atteintes 
adipocytaires, hépatiques et musculaires dans notre modèle expérimental chez la souris. En 
effet, le développement de l' obésité s' accompagne d'une réponse inflammatoire, qui pourrait 
être à l'origine de la résistance à l'insuline (Tsuchiya et al. , 2007; Luca et Olefsky, 2008). Il y 
aurait également une altération au niveau de la production de NO puisqu'une augmentation de 
iNOS et une diminution de eNOS ont été observée. De plus, ce NO produit serait responsable 
de stress nitrosatifs. Le but de cette étude consiste dès lors à mettre en évidence l'implication 
du NO dans le développement de la résistance à l ' insuline et de l ' inflammation associée à 
l' obésité au niveau du tissu adipeux, du foie et des muscles. 
2. Le syndrome métabolique 
Le syndrome métabolique est un trouble endocrinien complexe et multifactoriel. Il est 
la conséquence d'une sédentarité, du vieillissement, de dysfonctionnements endocriniens, 
d' aberrations génétiques ou d'une alimentation riche en lipides (Kumar et al. , 2013). Dans la 
plupart des cas, les patients présentant ce syndrome sont atteints conjointement d'obésité, 
d' insulino-résistance, d'hypertension, d' intolérance au glucose, d' hyperinsulinémie, et 
présentent une élévation du niveau de triglycérides (TG) et des concentrations basses en « High 
Density Lipoprotein » (HDL). Toutes ces anomalies peuvent mener à des maladies cardio-
vasculaires (CVD), au diabète de type 2 (T2D) ou à une stéatose hépatique non alcoolique 
(NAFLD) (Figure 1) (Altunkaynak, 2005; Greenberg et Obin, 2006, Bruce et Byrne, 2009 ; 
Kumar et al. , 2013). 
Ce syndrome fut décrit pour la première fois par Raeven en 1988 (Raeven, 1988 cité 
dans Kumar et al. , 2013) . Al 'heure actuelle, plusieurs définitions existent et il est ainsi difficile 
de déterminer avec exactitude à quel moment un individu souffre de ce syndrome ou non (Table 
1). Parmi ces différentes définitions, 4 caractéristiques principales sont retenues : 
hyperglycémie - hypertension - dyslipidémie - obésité. 
INTRODUCTION 
Facteurs de risque 
Alimentation Génétique J J Sédentarité Vieillesse 
1.71 tour de ta ille .71 triglycérides J ~ HDL ?I pression artérielle 
Obésité dysli pidémie 1 1 hypertension RI 
Syndrome métabolique 
Conséquences 
CVD 1 Diabète type 2 J NAFLD 
Figure 1 : Schéma représentant les facteurs de risque pouvant conduire au développement du syndrome 
métabolique ainsi que ses conséquences potentielles. RI= résistance à l' insuline ; CVD = maladies 
cardiovasculaires; NAFLD = stéatose hépatique non-alcoolique. 
Table 1 : Définitions du syndrome métabolique 
ADA-1998 OMS-1998 NCEP-2001 AACE-2002 
Glucose plasmatique 
Intolérance au 
Glucose plasmatique T2D, intolérance au àjeun: 110-125 
glucose 
àjeun: 110-125 glucose ou résistance mg/dl ou > 140 
mg/dl à l'insuline mg/dl 2 heures après 
ingestion de glucose 
Circonférence de la 
IMC > 30, ratio IMC > 25 ou 
Obésité taille >40 (homme) 
taille/hanche > 0,90 circonférence de la 
et > 35 (femme) 
(homme) et > 0,85 taille >40 (homme) 
(femme) et > 35 (femme) 
Dyslipidémie (haut TG> 150 mg/dl, HDL TG> 150 mg/dl, HDL TG> 150 mg/dl, HDL 
niveau TG, bas < 40 (homme),< 50 < 35 (homme), < 39 < 40 (homme), < 50 
niveau HDL) (femme) (femme) (femme) 
Hypertension 
Pression sanguine > 
Pression sanguine > 
Pression sanguine > 
Hypertension 
130/85 mm Hg 
160/90 mm Hg 
130/85 mm Hg 
Microalbuminurie > 
20 ug/min 
Les différentes définitions du syndrome métabolique selon l' association amencame du diabète (American 
Associat ion ofDiabetes - ADA), l'organisation mondiale de la santé (OMS), le programme d ' éducation nationale 
du cho lestérol (National Cholesterol Education Program - NCEP) et l' association américaine des endocrinologues 
clin iques (American Association of Clinical Endocrinologists - AACE). 
Abréviations : IMC : Ind ice de masse corporelle ; TG : triglycérides ; T2D : diabète de type 2 (Adapté de Kumar 
et al. , 20 13). 
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L'hyperglycémie peut résulter d'une intolérance au glucose ou d' une résistance à 
l' insuline. L'intolérance au glucose survient lorsque la concentration plasmatique de glucose 
est trop élevée à jeun et reste encore élevée longtemps après ingestion de glucides. La résistance 
à l'insuline provient du fait que les différents tissus-cibles ne répondent plus à cette hormone, 
dont la sécrétion par le pancréas permet, en conditions physiologiques, l' utilisation optimale du 
glucose. Il en résulte ainsi une élévation de la concentration plasmatique du glucose 
(hyperglycémie) ainsi que de l'insuline (hyperinsulinémie) pouvant conduire au développement 
du diabète de type 2 (Magnan, 2006). 
La dyslipidémie est caractérisée quant à elle par une augmentation des acides gras libres 
(AGL), des TG, des apolipoprotéines B (Apo B), et des « Very Low Density Lipoprotein » 
(VLDL) dans le sang. Par contre, le niveau de HDL est nettement diminué chez les personnes 
atteintes de ce syndrome (Grundy, 2004). Etant donné que les acides gras jouent un rôle dans 
différents processus parmi lesquels on peut citer la synthèse des membranes cellulaires et le 
stockage d' énergie, et qu'ils sont également impliqués dans des voies de signalisation 
intracellulaires, il est évident qu'une dyslipidémie entraîne des troubles du fonctionnement 
cellulaire (Berlanga et al. , 2014). Il est également à noter que les VLDL sont responsables du 
transport des TG, du cholestérol et du cholestéryl ester à partir du foie vers les tissus 
périphériques (Nelson et Cox, 2008). L 'accumulation de TG peut découler d'une alimentation 
riche en acides gras (AG) ou en hydrates de carbone mais provient également d'une 
augmentation de la synthèse endogène de lipides et donc d'une augmentation de leur stockage 
sous forme de TG. Lorsque la concentration en lipide est trop élevée, on parle de lipotoxicité 
car ces lipides occasionnent des dommages cellulaires et tissulaires. 
L'hypertension est causée en partie par une augmentation du niveau de sécrétion 
d' adipokines chez l' individu obèse. Ces hormones sont sécrétées par le tissu adipeux 
proportionnellement à sa masse globale. En cas d'obésité, les adipocytes augmentent de taille 
et sécrètent donc une quantité plus importante d'adipokines. Certaines d ' entre-elles, comme la 
leptine ou la résistine, agissent sur les vaisseaux sanguins et permettent d'augmenter la pression 
sanguine (Yiannikouris et al., 2010). Cependant, les adipokines ne sont pas la seule cause 
d'hypertension lors de syndrome métabolique. En effet, chez les personnes atteintes de ce 
syndrome, le degré d'activation du système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) est 
augmenté étant donné que le tissu adipeux sécrète le « mineralocorticoid-releasing factor », qui 
stimule les cellules du cortex surrénalien à produire de l'aldostérone et des glucocorticoïdes. 
L' aldostérone participe au développement de l' hypertension et des complications 
cardiovasculaires liées à l'obésité, tandis que les glucocorticoïdes stimulent la croissance et la 
prolifération des adipocytes (Figure 2) (Schraven et al. , 2003). 
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Figure 2 : Libération de « mineralocorticoid-releasing factors » stimulant la stéroïdogénèse adrenocorticale avec 
un effet sur la sécrétion minéralocorticoïde. Augmenter ainsi la sécrétion d' aldostérone pourrait être un facte ur 
menant à l' hypertension et donc aux maladies cardiovasculaires. Les glucocorticoïdes stimulent la croissance des 
adipocytes et leur prolifération. Les flèches indiquent une stimulation. (Ehrhart-Bomstein et al. , 2003) 
3. L'obésité 
Actuellement, l'obésité peut être considérée comme une épidémie en termes de santé 
publique, étant donné que la prévalence a triplé depuis 1970 (Eilerman et al. , 2014). Pour être 
considéré comme obèse, l'organisation mondiale de la santé (OMS) estime que l'indice de 
masse corporelle (IMC) d'un individu doit être supérieur à 30 kg/m2, alors qu ' un IMC se situant 
entre 25 et 30kg/m2 détermine un surpoids (World Health Organization, 2014). L'obésité touche 
toutes les classes d'âge, aussi bien les hommes que les femmes. En effet, en 2008, 1,4 milliards 
d'adultes étaient en surpoids et 500 millions étaient considérés comme obèses (Eilerman et al., 
2014). En 2010, 32% des enfants et adolescents américains âgés de 2 à 19 ans affichaient un 
surpoids et 17% d'entre eux étaient obèses. Depuis, la prévalence de l' obésité est toujours 
élevée mais reste stable (Lohrmann et al., 2014; Ogden et al., 2014). 
L'obésité est une maladie métabolique caractérisée par une accumulation excessive et 
anormale de lipides. Lorsque le tissu adipeux ne peut plus les stocker, il en résulte une 
accumulation de graisse ectopique dans différents organes comme le foie, les muscles ou les 
reins, conduisant à des altérations morphologiques et fonctionnelles de ces tissus. Cette 
pathologie est la conséquence d'un mode de vie sédentaire et d' une alimentation riche en acides 
gras. Il y a donc un excès d'apport calorique qui n'est pas dépensé par l'organisme menant à 
des troubles du métabolisme des lipides et du glucose (Figure 3) (Chudek et al. , 2006 




























Résistance à l'insuline et inflammation 
Figure 3 Les atteintes musculaires, adipocytaires et hépatiques menant à la résistance à l'insuline et à 
l' inflammation durant l'o hésité. 
4. Tissus touchés par l'obésité 
4.1 Le tissu adipeux 
Le premier organe subissant les conséquences de l'obésité est le tissu adipeux. D' un 
point de vue histologique, les adipocytes sont de 2 types : uniloculaires (formant la graisse 
blanche) et multiloculaires (formant la graisse brune). Dans le cas de l'obésité, la graisse 
blanche est plus particulièrement atteinte (Stevens et Lowe, 1997). 
4.1.1 Fonctionnement du tissu adipeux chez les individus sains 
En conditions physiologiques, les adipocytes exercent deux rôles principaux, à savoir le 
stockage des lipides sous forme de TG et la sécrétion d'hormones, appelées adipo(cyto)kines. 
Le stockage des TG se fait après l' ingestion de nourriture (état posprandial), tandis que les 
acides gras sont libérés pendant la période de jeûne pour assurer le maintien de la production 
d' énergie. Après une prise alimentaire, les lipides de l'intestin se retrouvent dans les 
chylomicrons sous forme de TG. La lipoprotéine lipase (LPL) plasmatique permet l'hydrolyse 
des TG contenus dans les chylomicrons (mais également contenues dans les VLDL) en vue 
d'obtenir des acides gras qui seront ensuite réestérifiés en TG dans les adipocytes pour être 
stockés. L'hydrolyse des TG en acides gras et glycérol au niveau du tissu adipeux se fait grâce 
à la lipase hormono-sensible (HSL). Il est important de noter que ces deux enzymes sont 
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principalement régulées par l'insuline puisque elle permet d'inhiber la HSL mais exerce une 
action activatrice sur la LPL. La conséquence de l'action de l'insuline est donc une 
augmentation de la quantité d'acides gras captés par les adipocytes en vue de les stocker sous 
forme de TG. De plus, l'insuline aura pour conséquence de diminuer la quantité d' acides gras 
plasmatiques obtenus grâce à la lipolyse puisqu ' elle possède une action inhibitrice sur la HSL 
(Figure 4) (Hajer et al. , 2008 ; Nelson et Cox, 2008). 
Ayant également une fonction endocrine, les adipocytes sécrètent des adipokines 
impliquées dans le métabolisme du glucose, des lipides, dans l'inflammation, la coagulation, la 
régulation de la pression sanguine mais aussi dans le comportement alimentaire puisque la 
leptine permet de contrôler la satiété (Chudek et al., 2006 ; Adamczak et al. , 2013). Parmi ces 
adipokines, nous retrouvons principalement l'adiponectine ou la leptine mais également des 
molécules inflammatoires comme IL-6 (interleukine-6) ou MCP-1 (monocyte chemo-attractant 
1) (Gerner et al., 2013, Khan et al. , 2014). 
4.1 .2 Fonctionnement du tissu adipeux chez les individus obèses 
Chez les personnes souffrant d'obésité, une augmentation de la lipolyse a été observée. 
En effet, la résistance à l'insuline est une conséquence de l'obésité et l'hormone n' exerce donc 
plus sa fonction inhibitrice sur l'enzyme HSL permettant la lipolyse. Ceci mène à une 
augmentation du niveau plasmatique d' AGL indépendamment du statut nutritionnel (Chudek 
et al., 2006; Adamczak et al. , 2013). 
Par ailleurs, la libération d'adipokines dans le sang par les adipocytes est proportionnelle 
à leur taille, qui augmente en cas d'obésité. Il en résulte une sécrétion plus élevée d'adipokines 
(leptine, TNF-a,MCP -1 , ... ). Seule l' adiponectine affiche une concentration plasmatique faible. 
Cette adipokine présente des effets anti-athérosclérotiques, améliore la sensibilité à l'insuline 
et permet la ~-oxydation des acides gras dans le foie et les muscles. En plus d' améliorer 
l'hyperglycémie et l'hyperinsulinémie, elle aurait des propriétés anti-inflammatoires. La 
diminution du taux circulant d'adiponectine proviendrait entre autres de la diminution d' un 
facteur de transcription impliqué dans la stimulation de la production de cette adipokine : 
PPAR-y. Ce facteur de transcription active également des gènes impliqués dans la 
différenciation des adipocytes, les protéines de transport des acides gras, la LPL ainsi que 
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Figure 4: Effet de l' insuline sur les enzymes des adipocytes. La lipoprotéine lipase (LPL) permet l' hydrolyse des 
TG contenus dans les chylomicrons. Le tansporteur GLUT4 permet l'entrée du glucose dans la cellule. L'hormone 
sensitive lipase (HSL) permet la dégradation du TG en acides gras et glycérol afin de les re lacher dans le sang. 
L' insuline stimule les enzymes représentées en vert et inhibe celle en rouge. 
4. 1. 3 L 'excès d 'acides gras mène à un processus d'inflammation au niveau 
du tissu adipeux 
Les événements menant à l'initiation de l'inflammation dans l 'obésité sont actuellement 
peu connus. Etant donné que la sumutrition mène à l'hypertrophie et l' hyperplasie du tissu 
adipeux, il est probable que l'inflammation résulte d ' une hypoxie au niveau des adipocytes 
induisant une activation des voies de stress cellulaire. Ceci causerait 1' inflammation et la 
libération de cytokines et d ' autres signaux pro-inflammatoires (Shoelson et al., 2006 ; Luca et 
Olefsky, 2009, Ye et al., 2009). Les adipocytes de plus grande taille libèrent plus d'acides gras 
libres et ceux-ci peuvent se lier au TLR-4 des macrophages. Il en résulte une stimulation de la 
voie du NFKB et donc une augmentation de la production du TNF-a ce qui stimule les 
adipocytes à effectuer la lipolyse et à augmenter l' expression d ' une variété de gènes dont celui 
codant pour le MCP-1. Son rôle est de recruter les macrophages au niveau du tissu adipeux 
(Hajer et al. , 2008) (Figure 5). Il existe une différence entre les macrophages résidents de type 
M2 anti-inflammatoires (sécrétant IL-10 et cytokines anti-inflammatoires) et les macrophages 
recrutés de type Ml pro-inflammatoires (sécrétant TNF-a et IL-6.). Ce sont ces derniers qui 
s' accumulent au fur et à mesure de la prise de poids. Chez des individus sains, on retrouve 10% 
de macrophages dans le tissu adipeux alors que les individus obèses affichent un pourcentage 
de macrophage de 50% (Luca et Olefsky, 2009). Le faible niveau d ' adiponectine a pour effet 








Figure 5: Inflammation au niveau du tissu adipeux en cas d' obésité. Les adipocytes libèrent des acides gras libres 
et ceux-ci peuvent se lier au TLR-4 des macrophages. Il en résulte une activation de la voie du NFKB et donc une 
augmentation de la production du TNF-a, ce qui stimule les adipocytes à effectuer la lipolyse et à augmenter 
l'expression d' une variété de gènes dont celui codant pour le « monocyte chemo attractant protein-1 » (MCP-1). 
La production réduite d ' adiponectine permet de renforcer l'inflammation puisque cette adipokine inhibe la voie 
de NFKB. Ce faible niveau proviendrait d'une diminution du facteur de transcription PPAR-y (Hajer et al. ,2008) 
4.2 Le foie 
De par le rôle majeur qu ' il joue dans le métabolisme du glucose et des lipides, le foie 
est un organe particulièrement touché par l'obésité. L'hépatocyte, qui présente 3 faces 
importantes - sinusoïdale, biliaire et intercellulaire-, intervient dans le transfert de substances 
entre les vaisseaux sanguins, les canalicules biliaires et la cellule. Les faces sinusoïdales 
représentent 70% de la surface de l'hépatocyte car les échanges avec le sang sont nombreux 
(Stevens et Lowe, 1997). 
4.2.1 Fonctionnement du foie chez les individus sains 
Chez les sujets sains, cet organe a pour rôle d'importer les acides gras, de les synthétiser, 
de les stocker, de les utiliser pour en faire de l'énergie mais également de les exporter. En effet, 
l'importation des acides gras ingérés se fait par les capillaires mais peut se faire aussi 
directement de l'intestin au foie par la veine porte. Les principaux transporteurs d'acides gras 
sont les protéines de transports des acides gras (F ATP), les cavéolines, les translocases 
(FAT/CD36) et les protéines liant les acides gras (FABP) (Ge et al., 2010). Sans ces 
transporteurs, il ne peut y avoir d'accumulation d'acides gras dans le foie. En effet, des souris 
knock-out (KO) pour la F ATP affichent une résistance à l'obésité induite par la nourriture et ne 
montrent pas d 'accumulation de TG hépatiques (Doege et al., 2006). Les FABP se lient avec 
une haute affinité aux ligands hydrophobes comme les longues chaînes d 'acides gras et 
transportent ceux-ci dans des compartiments cellulaires spécifiques : la mitochondrie et le 
peroxysome pour l'oxydation, le RE pour la réestérification, les gouttelettes lipidiques pour le 
stockage ou le noyau pour la régulation de l'expression de gènes (Zimmerman et al., 2002 cité 
dans Berlanga et al., 2014). Le foie possède aussi un rôle de synthèse des lipides à partir 
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d'acides gras libres et de stockage sous forme de TG. Une autre fonction majeure du foie est 
l'oxydation des acides gras au niveau de la mitochondrie, du reticulum endoplasmique ou du 
peroxysome. Les acides gras sont dégradés en acétyl-CoA, permettant de fournir de l'énergie. 
Après un repas, la P-oxydation est inhibée tandis que la lipogenèse est favorisée permettant le 
stockage et la distribution des lipides. Finalement, le rôle d'exportation de cet organe est assuré 
grâce aux VLDL qui permettent la sécrétion des TG dans le sang (Postic et Girard, 2008). Ces 
VLDL sont des lipoprotéines produites par le foie et sécrétées dans la circulation. Leur rôle est 
d'amener les TG dans les tissus périphériques, en particulier le tissu adipeux. 
Le foie a également un rôle important dans le métabolisme du glucose. Le transporteur 
de glucose GLUT 2 est tellement efficace que la concentration en glucose hépatique est 
sensiblement la même que celle du glucose plasmatique. Une fois dans la cellule, le glucose 
peut être phosphorylé en glucose 6-phosphate (G6P). En fonction des besoins métaboliques, ce 
G6P pourra être utilisé de différentes façons : 
L'excès de G6P est déphosphorylé et atteint les vaisseaux sanguins pour fournir de 
l'énergie aux muscles et au cerveau ; 
Le G6P peut être transformé en pyruvate via la glycolyse, puis en acétyl-CoA pour 
ensuite subir le cycle de Krebs et finalement la phosphorylation oxydative, en vue de 
produire de l' A TP lorsque l'organisme a besoin d'énergie ; 
L'acétyl-CoA précédemment cité peut également être utilisé comme précurseur 
d'acides gras ; 
Le cycle des pentoses phosphate peut également être réalisé en vue de former du 
NADPH qui est un cofacteur essentiel dans la formation des acides gras, du cholestérol 
et du D-ribose 5 phosphate mais également dans la détoxification et l'élimination des 
médicaments et xénobiotiques ; 
Lorsqu'il y a un excès de glucose, la synthèse de glycogène se fait au niveau du foie et 
en condition de jeûne, le glucose est libéré. 
4.2.2 Fonctionnement du/oie chez les individus obèses 
Chez le sujet obèse, les métabolismes du glucose et des lipides sont perturbés. Tout 
d'abord, la concentration plasmatique d' acides gras augmente, ce qui mène donc à une 
amélioration de la capacité des hépatocytes à capter les acides gras et à les stocker sous forme 
de TG. Cette augmentation de stockage en lipides peut mener à des NAFLD. Ceci proviendrait 
d'une élévation de la synthèse du facteur de transcription PPAR-y qui agit sur différentes 
enzymes permettant le stockage des lipides dans le foie (Westerbacka et al. , 2007). 
En outre, différentes études ont montré que le nombre et l'activité des protéines de transport 
des acides gras localisées sur la membrane des hépatocytes augmentent. En effet, les F ATP, les 
cavéolines, les translocases et les protéines liant les F ABP sont beaucoup plus exprimées au 
niveau de la membrane des hépatocytes chez les individus obèses (Ge et al., 2010). En plus de 
l'augmentation de la quantité d'acides gras captés par le foie, il se produit une augmentation de 
la lipogenèse de nova au sein de cet organe. Ceci est la conséquence de l'activité de certains 
facteurs de transcription tel que le « liver X receptor a » (LxRa), le « sterol reulatory element-
binding protein 1 c » (SREBP 1 c ), le « carbohydrate-responsive element-binding protein » 
(ChREBP) et le « farnesoid X receptor » (FxR). Certains de ces facteurs permettent une 
augmentation de la transcription d'enzymes impliquées dans la synthèse de lipides telles que 
l'acétyl coA carboxylase (ACC), la« fatty acid synthase » (FAS) ou le« steoyl CoA desaturase 
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1 » (SCD 1). Le LxR est augmenté et permet une stimulation de l'activité de SREBPlc, 
d'ACC l , de FAS et de SCDl impliquées dans la lipogenèse. Concernant le SREBPlc, il s'agit 
de ]' isoforme la plus représentée au niveau du foie , qui permet l'activation de gènes impliqués 
dans la lipogenèse ainsi que de gènes impliqués dans la synthèse du cholestérol. Sa transcription 
est induite par l'insuline (Berlanga et al., 2014 ). 
Un autre phénomène survenant durant l' obésité est la diminution de la P-oxydation des 
acides gras en vue de les dégrader afin de produire de l'énergie. Cette diminution est la 
conséquence d'une diminution de l'expression du facteur de transcription PPAR-a qui permet 
l'expression de gènes nécessaires pour la p -oxydation. En effet, des souris KO pour ce gène 
ne peuvent recourir à l'oxydation des acides gras et développent donc des stéatoses sévères 
(Harano et al., 2006). En plus de l'implication de PPAR-a, la CPTl joue également un rôle 
dans la diminution de l'oxydation des acides gras puisqu'elle est inhibée par le malonyl-CoA. 
Enfin, il se produit également des complications au niveau de l'exportation des lipides, 
comme l' illustre une augmentation du niveau de sécrétion des VLDL chez des souris obèses 
(lewis et al., 2002), proportionnelle à l'augmentation de la concentration d'acides gras captés 
et stockés par le foie. Cependant, il existe un moment où le foie ne peut physiquement plus 
sécréter de VLDL. Il en résulte une accumulation de TG qui ne peut plus être compensée par 
les VLDL, ce qui conduit à une stéatose hépatique. Une autre étude réalisée sur des souris 
surexprimant SREBP et développant donc des stéatoses hépatiques, démontre que le taux de 
TG à exporter du foie vers la circulation sanguine est tellement élevé que les VLDL de 
personnes obèses sont environ 2 fois plus larges que ceux des personnes saines,(Fabbrini et al., 
2008). La conséquence est que ces particules ne peuvent plus traverser les pores des capillaires 
sinusoïdes se trouvant dans le foie et donc rejoindre la circulation sanguine, ce qui résulte 
également en une accumulation de TG (Figure 6) (Horton et al., 1999). 
Figure 6 : Illustration des différents rôles du foie dans le métabolisme des lipides et leurs altérations en cas 
d'obésité. Le foie a pour rôle d' importer les acides gras, de les synthétiser, de les stocker, de les utiliser pour en 
faire de l'énergie mais également de les exporter. Chez le suj et obèse, il y accumulation des TG dans le cytoplasme 
des hépatocytes suite à un déséquilibre entre le stockage et la libération d' acides gras. Différents facteurs peuvent 
en être la cause, comme une augmentation du stockage d'acides gras de la circulation sanguine due à un régime 
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riche en lipide ou l'élévation des concentrations plasmatiques du glucose et de l ' insuline en réponse à l' ingestion 
de glucides. Un régime riche en lipide mène à l'activation de la lipogenèse et à une diminution de la bêta-oxidation 
des acides gras. Finalement, une diminution de la sécrétion des TG hépatiques due à une diminution de la sécrétion 
de VLDL est possible. ApoB, apolipoprotein B; FFAs,, free fatty acids; FA, fatty acid; NAFLD, non-alcoho lic 
fatty li ver disease; VLDL, very- low-density lipoprotein (Berlanga et al. , 20 I 4) . 
4.2.3 L 'excès d 'acides gras mène à un processus d 'inflammation au niveau 
du foie 
Il existe aussi une réponse inflammatoire au niveau du foie suite à l'augmentation 
d'expression des adipokines par le tissu adipeux. En effet, l' augmentation de TNF-a et d'IL-6 
dans le tissu adipeux résulte en une augmentation de ces molécules au niveau sanguin. Elles 
pourront ensuite se lier à leur récepteur au niveau du foie et mener à l ' inflammation. De plus, 
la diminution de sécrétion d 'adiponectine par le tissu adipeux mène aussi à l' inflammation. 
Puisque ces adiponectines ont un rôle anti-inflammatoire, l'hypoadiponectinémie va mener à 
une inflammation (Tilg et Moschen, 2010). Finalement, l' augmentation du niveau d'acides gras 
libres peut mener à un stress du reticulum endoplasmique, menant à l ' activation de NFKB 
(Hosogai et al., 2007). 
4.3 Les muscles 
D 'un point de vue histologique, les fibres musculaires sont composées de myofibrilles 
entourées de réticulum sarcoplasmique. D ' un point de vue physiologique, leur rôle est de 
générer de l 'A TP comme source immédiate d'énergie afin de permettre la contraction. Il existe 
2 classes de tissus musculaires ayant des rôles physiologiques différents mais également des 
utilisations des fuels énergétiques distinctes. Les fibres musculaires lentes (rouges) sont 
résistantes à la fatigue et produisent de l' ATP par phosphorylation oxydative. Elles sont riches 
en mitochondries et présentent un réseau très dense de vaisseaux sanguins. Les fibres 
musculaires rapides (blanches), quant à elles, ont moins de mitochondries et un réseau moins 
dense de vaisseaux sanguins mais peuvent développer une tension importante très rapidement. 
Le résultat est que ce type de fibre se fatigue plus rapidement car elles utilisent l'ATP plus 
rapidement que ce qu'elles ne peuvent en produire (Stevens et Lowe, 1997). 
4.3.1 Fonctionnement du muscle chez les individus sains 
Les muscles peuvent utiliser le glucose, les acides gras ou les corps cétoniques comme 
source d'énergie . Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes particulièrement intéressés au 
métabolisme du glucose et des lipides. En condition de repos, le muscle utilise les acides gras 
provenant du tissu adipeux afin de générer de l'énergie. Ils sont oxydés, dégradés en acétyl-
CoA qui va entrer dans le cycle de Krebs et permettre la phosphorylation oxydative en vue de 
produire de l'énergie. Une activité modérée utilise le glucose sanguin, en plus des acides gras. 
Le glucose va être phosphorylé et transformé en pyruvate grâce à la glycolyse. Ce pyruvate va 
ensuite être converti en acétyl-CoA et sera également utilisé pour produire de l 'ATP. En 
conditions d'activité intense, la demande en ATP est si élevée que les vaisseaux sanguins ne 
peuvent amener assez d' oxygène et de substrat. Le glycogène stocké sera donc utilisé pour la 
fermentation lactique, qui répond plus rapidement au besoin d 'ATP que la phosphorylation 
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oxydative. Cependant, les quantités de glycogène étant faibles, le muscle squelettique utilise 
ensuite la phosphocréatine pouvant générer de l 'A TP à partir d 'ADP en donnant un groupement 
phosphate à cette molécule d'ADP (Nelson et Cox, 2008). 
4.3.2 Fonctionnement du muscle chez les individus obèses 
Comme décrit précédemment, l'obésité est caractérisée par une augmentation d'acides 
gras libres plasmatiques conduisant à une élévation de lipides intracellulaires. En effet, ceux-ci 
représentent 3 à 4% du poids d'une personne obèse alors qu ' ils ne représentent que 1 à 2% chez 
les individus sains (Corcoran et al., 2007). L' accumulation d'acides gras résulte en une 
augmentation de la formation d'acyl-CoA à longue chaîne en vue de les stocker sous forme de 
TG. Chez les personnes obèses, il y a une diminution de la demande en énergie, le pool de TG 
augmente et l ' oxydation des acides gras diminue. Durant l' obésité, une augmentation de stress 
oxydatif a été observée (Figure 7). Ceci proviendrait d' une oxydation incomplète des lipides 
due à une dysfonction mitochondriale. En effet, suite à l'augmentation de lipides, la 
mitochondrie va, dans un premier temps, augmenter l' oxydation de ces derniers et cela résulte 
donc en une augmentation de F ADH2 amenant les électrons pour la phosphorylation oxydative. 
Il en résulte donc un potentiel de la membrane mitochondriale interne plus élevé ainsi qu'une 
production et une consommation d 'A TP moindre. Il y a donc formation de l' ion superoxyde 
menant à des stress oxydatifs. Par la suite, lorsque l'obésité sera bien établie, le niveau de P-
oxydation sera très faible (Coen et Goodpaster, 2012). La seconde utilisation des acides gras à 
longue chaîne est la conversion en molécules de signalisation. En effet, étant donné la 
diminution de la P-oxydation, ces acides gras seront donc utilisés afin de produire des céramides 
ou du triacylglycérol. 
Ab - FA ; 
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Figure 7 : Stockage des TG dans le tissu adipeux en conditions d'exercice ou d'obésité. Taille flèches = taux de 
flux. LD= lipid droplet , Ab= albumine, FA= fatty acid, ROS = reactive oxygen species. (Coen et Goodpaster, 
201 2). 
Il a été démontré que le nombre et l'activité des protéines de transport des acides gras 
situées sur le sarcolemme augmentent. De plus, il y aurait une relocalisation de ceux-ci au 
niveau du sarcolemme, permettant un transport plus important d' acides gras au niveau des 
muscles. Il en résulte ainsi une augmentation du niveau de lipides musculaires (triglycérides et 
céramides) (Coen et Goodpaster, 2012). De plus, chez des personnes diabétiques, une 
augmentation de TG au niveau du muscle a été observée, laissant supposer un lien entre 
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l'accumulation lipidique et la résistance à l'insuline (Jacob et al., 1999 cité dans Coen et 
Goodpaster, 2012). L'accumulation des métabolites (céramides ou diacylglycérols) active des 
sérines/thréonines kinases telles que des protéines kinases C (PKC). Ils activent également des 
molécules comme IKKP et NFKB. Les kinases vont cibler les enzymes de la voie de 
signalisation de l'insuline et induire ainsi une résistance à cette hormone. De plus, la présence 
de métabolites des AGL dans le muscle active la production de ROS qui mènent également à 
une insulino-résistance (Magnan, 2006). Cependant, le lien entre l'accumulation du stockage 
des acides gras au niveau du muscle et l' insulino-résistance n'est toujours pas démontré. En 
effet, des études ont montré une amélioration de la sensibilité à l'insuline au niveau du muscle 
sans aucun changement de niveau de TG. Certains athlètes affichent même un taux élevé de TG 
sans pour autant être insulino-résistants. En fait, ça ne serait pas la taille des triacylglycérols 
intramyocellulaires qui mènerait à une insu! ino-résistance mais plutôt la balance entre la 
disponibilité en acides gras, la consommation cellulaire et l'oxydation. Finalement, il existe une 
différence au niveau des types de fibres musculaires des personnes obèses comparées aux 
personnes saines. En effet, une diminution des fibres de type I, plus efficaces pour brûler les 
graisses, a été observée chez ces patients. En parallèle, une augmentation du pourcentage des 
fibres de type II a été observée. Ceci mettrait en évidence une relation entre le type de fibres et 
l'obésité (Corcoran et al., 2007). 
4.3.3 L 'excès d'acides gras mène à un processus d'inflammation au niveau 
des muscles 
Au niveau des muscles, la concentration en TNF-a plus élevée chez les personnes 
obèses, mène également à la résistance à l' insuline. En effet, le TNF-a diminue l'IRS-1 actif et 
la voie de la PBK. Elle active également la sphingomyélinase, menant à la libération de 
céramides. Une autre cytokine impliquée dans l' obésité est IL-6 qui est sécrété par le tissu 
adipeux. Au niveau des muscles, sa régulation n'est pas entièrement comprise mais il a été mis 
en évidence que la concentration de cette cytokine augmentait dans le sang après un exercice, 
et ceci serait médié par le muscle squelettique qui semble libéré de l'IL-6 lors de contractions 
(Corcoran et al., 2007). 
5. La résistance à l'insuline 
5 .1 L ' insuline 
L' insuline est une hormone synthétisée par les cellules p des îlots de Langerhans du 
pancréas, et joue un rôle essentiel de stimulation du transport des nutriments dans la cellule, 
mais également de régulation de l'expression de certains gènes. Elle est sécrétée après un repas, 
lorsque la concentration en glucose sanguin augmente. Au niveau du foie, son rôle est de stocker 
le glucose sanguin sous forme de glycogène dans les hépatocytes. Dans les muscles et le tissu 
adipeux, elle permet l'utilisation de glucose grâce à la stimulation de la translocation de GLUT 
4 (un transporteur de glucose) au niveau de la membrane plasmique. Cette hormone exerce 
aussi une action au niveau du métabolisme lipidique en augmentant la lipogenèse et en 
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diminuant la lipolyse (Luca et Olefsky, 2009). Pour exercer ses effets, l' insuline se lie à son 
récepteur situé au niveau de la membrane plasmique, ce qui induit une dimérisation du 
récepteur, permettant la phosphorylation des 2 unités de ce récepteur grâce à un domaine 
catalytique tyrosine kinase du récepteur. Ensuite, l' « insu lin receptor substrate » (IRS-1 ), vient 
se fixer au récepteur et est également phosphorylé par la tyrosine kinase. La cascade de 
signalisation de l' insuline active deux voies : la PBK/AKT et la Ras/MAPK. La première 
permet le métabolisme des nutriments et la seconde a un effet sur la modulation de l 'expression 
de gènes. Ensemble, ces voies de signalisation peuvent aussi contrôler la croissance et la 
différenciation cellulaire (Figure 8) (Luca et Olefsky, 2009). 
SIGNALISATION ET REPONSES 
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Figure 8 : Voie de signalisation de l' insuline. La cascade de signalisation de l' insuline active deux voies : la 
PI3K/AKT et la Ras/MAPK. La première permet la stimulation de la lipogenèse, du transport de glucose, de la 
synthèse de glycogène et de la survie cellulaire. Elle permet également l'inhibition de la lipolyse et de la 
gluconéogenèse (Gilbert et al. , 20 14). 
5.2 Lien entre obésité et résistance à l' insuline 
La résistance à l' insuline est une conséquence majeure de l'obésité et peut mener au 
développement d' un état diabétique. En effet, un IMC élevé augmente le risque de diabète de 
type 2. La résistance à l' insuline consiste en la diminution de la consommation de glucose par 
la cellule, il en résulte donc une accumulation de glucose et d ' insuline dans le sang (Schmitz-
peiffer, 2000 ; Belfort et al., 2005). Pour initier la transduction du signal, IRS-1 doit être 
ph6sphorylé au niveau des tyrosines. Cependant, il existe des kinases permettant la 
phosphorylation de ce substrat au niveau de la sérine 307, l' empêchant de fonctionner 
correctement. Parmi ces sérines kinases, on compte Ikkb et C-jun-N- terminal kinase 1 (Jnkl) 
















Figure 9: La résistance à l' insuline provient de la phosphorylation de la serine 307 de certaines molécules 
impliquées dans la voie de signalisation dont IRS. Lorsque les sérines kinases JNK et IKKb sont stimulées, il y a 
une phosphorylation de la sérine et donc une insulino-résistance. Différents facteurs peuvent activer ces sérines 
kinases (Odegaard et Chawla, 2013). 
Il existe différentes façons d'activer ces sérines kinases (Figure 9): 
L'hyperlipidémie et l'hyperglycémie induisent des dysfonctions mitochondriales. En 
effet, même si les céramides sont principalement synthétisés dans le RE, beaucoup d'enzymes 
impliquées dans leur synthèse résident dans la mitochondrie et le TNF-a permet la synthèse de 
ces lipides dans cet organelle. Une fois synthétisés, les céramides inhibent le complexe III de 
la phosphorylation oxydative dans la matrice mitochondriale. Il en résulte une fuite des 
électrons, ce qui causerait un stress oxydatifs (Figure 9) (Summers, 2006). 
Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire sécrétée par les monocytes et les 
macrophages. Son activation stimule la voie NFKB via lkkb. Il a été démontré que l'expression 
de TNFa est augmentée chez les individus obèses, expliquant pourquoi ces personnes ont 
tendance à être résistantes à l'insuline (Figure 9) (Hotamisligil et al., 1993 cité dans Luca et 
Olefsky, 2009) 
D'autres kinases peuvent phosphoryler les molécules de la voie de signalisation de 
l'insuline. C'est le cas de la PKC activée par le DAG (diacylglycérol) et les céramides. Le DAG 
est un intermédiaire du métabolisme du triacylglycérol et des phospholipides et une 
accumulation de cette molécule a été observée chez des souris et des humains obèses. Les 
céramides, quant à eux, sont dérivés de la sphingomyéline, un composant lipidique de la 
membrane plasmique. Il a été observé que la concentration de ces deux messagers secondaires 
était augmentée chez des individus diabétiques mettant en évidence le lien avec la résistance à 
l'insuline (Corcoran et al., 2007). 
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5.3 La double action de l'insuline dans le foie 
En 2000, une étude a démontré que des souris présentant une hyperglycémie et une 
hyperinsulinémie, et étant génétiquement déficientes pour le récepteur à l ' insuline, affichaient 
une faible concentration en TG plasmatiques et aucune élévation des TG hépatiques. Comme 
expliqué précédemment, les souris obèses, quant à elles, présentent une augmentation de TG 
plasmatiques et hépatiques malgré une résistance à l'insuline. Ce paradoxe peut être expliqué 
par la double action de l' insuline au niveau du foie (Figure 10) (Brown et Goldstein, 2008). 
En conditions normales (Figure lOA), le glucose ingéré stimule la libération d' insuline 
par le pancréas. La première action de cette hormone est la phosphorylation de FoxOl , un 
facteur de transcription principalement impliqué dans la synthèse de phosphoénolpyruvate 
carboxykinase (PEPCK) et la glucose 6 phosphate phosphatase (G6Pase) qui sont des enzymes 
de la néoglucogenèse. Une fois phosphorylé, FoxOl ne peut plus se rendre dans le noyau pour 
permettre la transcription de ces gènes et il y a donc une diminution de la néoglucogenèse, 
permettant une diminution de glucose sanguin (Brown et Goldstein, 2008). La seconde action 
de l'insuline est d'activer le facteur de transcription SREBP-lc qui permet la transcription de 
gènes nécessaires à la synthèse des acides gras et des TG, principalement l' ACC et la fatty acid 
synthase (FAS) (Horton et al., 1999; Brown et Goldstein, 2008). L'augmentation de ce facteur 
de transcription par l'insuline se fait grâce à deux mécanismes : elle permet l'augmentation du 
gène impliqué dans la transcription de SREBPl-c et elle augmente la quantité de SREBPl-c 
nucléaire. Il en résulte donc une augmentation du niveau de TG qui pourront être stockés au 
niveau du tissu adipeux grâce aux VLDL permettant leur transport au niveau sanguin (Brown 
et Goldstein, 2008). 
Chez des souris ob/ob (Figure 10B), le glucose alimentaire augmente et il en résulte 
une augmentation de la sécrétion d'insuline. Au niveau du foie, la voie permettant l' activation 
du FoxOl n'est plus activée par l' insuline. Malgré un niveau élevé de glucose sanguin, la 
néoglucogenèse va donc se poursuivre, élevant encore la glycémie. Cependant, la sensibilité à 
l' insuline est maintenue au niveau de l'activation de SREBPl-c ; ainsi la synthèse d'acide gras 
est augmentée et les TG s'accumulent au niveau du foie. L' excès de TG est exporté dans le 
sang et dans le tissu adipeux grâce aux VLDL. Les acides gras dérivés de ces TG augmentent 
l'état insulino-résistant de tissu adipeux et des muscles (Brown et Goldstein, 2008). 
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Figure 10 : Figure illustrant le paradoxe de la résistance à l' insuline sélective au niveau du foie. En conditions 
d' insulino-résistance, le facteur de transcription Foxül n' est plus stimulé mais SREBP-1 l' est toujours. Il en 
résulte donc une augmentation de la lipogenèse et donc une accumulation de TG hépatiques (Brown et Goldstein, 
2008). 
6. Le monoxyde d'azote 
De nombreux articles ont mis en évidence un lien entre les métabolismes du glucose et 
des lipides et l'altération de la production de monoxyde d'azote (NO) (Ribiere et al. , 1996 ; 
Tsuchiya et al. , 2007), ce qui nous a incités à étudier les effets de cette molécule en conditions 
physiologiques et pathologiques. 
Le NO est formé à partir de L-arginine, qui, en présence d'oxygène, va former de la L-
citrulline et du NO grâce aux différentes NO synthases (NOS). Son rôle est de réguler 
différentes fonctions dans divers tissus comme l' inflammation, le tonus vasculaire, la régulation 
de la transcription de certains gènes ou la modification post-traductionnelle de protéines. Il est 
aussi responsable des stress oxydatifs car il peut réagir avec l'anion superoxide pour former du 
peroxynitrite et mener à l'oxydation ou à la nitration de biomolécules comme des protéines, des 
lipides ou l'ADN. Il existe trois isoformes de NOS, deux d' entre elles étant constitutives: la 
NOS endothéliale (eNOS) et neuronale (nNOS) alors que la iNOS est inductible. Leur profil 
d' expression est différent, la eNOS étant principalement exprimée au niveau des cellules 
endothéliales, la nNOS au niveau des cellules neuronales et squelettiques et la iNOS est 
synthétisée en réponse à un certain nombre de cellules inflammatoires et principalement les 
macrophages. 
Dans le cas de l'obésité, nous nous sommes particulièrement intéressés à la iNOS et la 
eNOS. La plupart des études montrent en effet une expression plus élevée de la iNOS chez des 
souris suivant un régime riche en lipides. De plus, l' utilisation d ' un inhibiteur de la iNOS 
permettrait de protéger ces souris contre l'hyperglycémie, la résistance à l'insuline et 
l'augmentation de la lipolyse (Fujimoto et al. , 2005; Tsuchiya et al., 2007). En effet, quand le 
niveau d' expression de la iNOS diminue, l'activation de certaines molécules impliquées dans 
la voie de signalisation del' insuline est accrue (IRS-1 et AKT). Il semblerait que le NO produit 
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par la iNOS mène à des stress nitrosatifs et permette l'ajout de NO2 au niveau des sérines ou 
des tyrosines d 'IRS-1 et d 'AKT, les empêchant d'être phosphorylées et donc d'être actives 
(Figure 11) (Yu et al. , 2010). 
De plus, il y aurait une déficience de la eNOS en cas d'obésité (Nakagawa et al., 2007). 
Le NO produit par la eNOS joue un rôle anti-apoptotique, vasodilatateur, anti-inflammatoire et 
anti-oxydant. La diminution d' expression de la eNOS et par conséquent la diminution de la 
production de NO peut être due à différents procédés : 
Une déficience de la biodisponibilité du substrat 
Une utilisation du NO pour les stress oxydatifs et nitrosatifs 
Une diminution du niveau d'adiponectines plasmatiques qui, en temps normal, 
phosphorylent la eNOS et l'activent (Van de Voorde et al., 2013) 
- Lors de stress oxydatifs, les espèces réactives de l ' oxygène peuvent réagir avec le NO 
- Le découplage de la eNOS permet de produire des anions superoxides qui vont réagir 
avec le NO pour former du peroxyde d' hydrogène ayant des effets toxiques sur les tissus 
- L'hyperglycémie génère des stress oxydatifs et des inhibiteurs de NO, comme la 
diméthylamine asymétrique, la protéine kinase C activée et le TGF-P (Zhao et al., 2006), 
- Pour fonctionner correctement, la eNOS a besoin d'être dimérisée et phosphorylée. 
L 'AKT peut être responsable de cette phosphorylation. Cependant, lors d' insulino-
résistance, cette molécule n'est plus active et ne peut donc plus activer la eNOS (YU et 
al., 20011; Cheng et al., 2012). 
Il a aussi été prouvé qu ' une concentration élevée en glucose altèrerait la dimérisation 
de l ' enzyme et sa phosphorylation (Fruebis et al. , 2001). 
Le TNF-a, présent en grande quantité chez les sujets obèses, permet la stimulation de la 
iNOS mais diminue également la sensibilité des cellules endothéliales à exprimer la eNOS. 
Au vu de tous ces éléments, il est aisément compréhensible qu 'en cas d'obésité, une 
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Figure 11 : Voie de signalisation de l'insuline en conditions physiologiques et en conditions 
d' hyperglycémie/hyperlipidémie. En conditions pathologiques, les 2 voies de signali sations Ras/MAPK t PI3k-
AKT sont affectées. Une diminution de l' activité d 'AKT diminue la phosphorylation de la eNOS. En plus, une 
augmentation de glucose induit une glycosylation de cette NOS ce qui diminue la synthèse de NO, mène à des 
dysfonctions mitochondriales, à une augmentation de radicaux libres et à un découplage de la eNOS. Il en résulte 
de l' apoptose et des stress oxydatifs. En outre, l'inflammation augmente la production de iNOS, ce qui mène à des_ 
stress nitrosatifs et génère du peroxynitrite (à partir de NO et de radicaux libres). Ceci contribue directement à des 
troubles endothéliaux et cardiaques ainsi qu ' à des dysfonctions au niveau de la vo ie de signali sation de l' insul ine. 
Akt : protein kinase B; Cyt C : cytochrome c; eNOS : endothelial nitric oxide synthase; GlcNAc :N-
acetylglucosamine; iNOS : inducible NOS; MAPK: mitogen-activated protein kinase; mKATP : mitochondrial 
K+-ATPase; mPTP : mitochondrial permeability transition pore; Pl3K : phosphat idyl-inositol 3'-kinase; P : 
phosphorylation (Yu et al., 20 11 ). 
L'action du NO est difficile à étudier car cette molécule réagit très vite avec l'oxygène, 
les radicaux superoxides ou le peroxyde d 'hydrogène afin de former respectivement du NO2, 
du peroxynitrite et du nitrite/nitrate (Henry et al., 1991 cité dans Andersson et al., 1999). Il 
existe néanmoins différentes approches qui permettent d'étudier le rôle de ce médiateur. En 
effet, nous pouvons soit ajouter un donneur de NO pour étudier l ' effet des enzymes so it un 
inhibiteur sélectif (pour mettre en évidence l' effet d' une des 3 NOS) ou non-sélectif des NOS 
de façon à diminuer la synthèse de NO. De cette façon, il est facile de mettre en évidence un 
changement pathologique lié à des altérations de production de NO. Dans notre cas, nous avons 
choisi d 'utiliser le L-N(6)-(l-iminoethyl)lysine (L-NIL), un inhibiteur spécifique de la iNOS. 
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7. Objectifs du mémoire 
Au vu de ces éléments, l'objectif de ce travail est d'évaluer l'importance de l' implication 
du NO dans le développement de la résistance à l'insuline et l'inflammation en cas d'obésité 
au niveau du tissu adipeux, du foie et des muscles. Pour ce faire, des souris C57BL/6 âgées de 
6 semaines ont été utilisées et ont été nourries avec un régime pauvre (LFD = low fat diet) ou 
riche en lipides (HFD = high fat diet) et ce, sur une durée de 16 semaines. Ces souris semblent 
être les mieux adaptées pour étudier l'obésité puisqu'elles possèdent un grand nombre de 
caractéristiques communes aux humains. En effet, lorsqu 'elles sont soumises à un régime riche 
en lipides, les altérations des différents organes semblent être similaires à celles observées chez 
l'homme. Pour évaluer l ' impact du NO en condition d'obésité, ces souris ont été traitées par 
administration orale d ' un agent pharmacologique inhibant le NO produit par la iNOS : le L-
NIL qui inhibe la iNOS de façon spécifique. Ces NOS présentent des propriétés pro-
inflammatoires et pro-oxydantes. Une trop grande production de NO par la iNOS peut s' avérer 
néfaste sur le système vasculaire, contrairement à la eNOS qui possède des effets bénéfiques. 
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MATERIEL ET l\1ETHODES 
1. Groupes expérimentaux 
Afin de réduire le nombre d'animaux utilisés dans le cadre de cette étude, une partie des 
analyses ont été effectuées sur les tissus et le plasma d'échantillons obtenus au cours d'un 
protocole expérimental réalisé l'année dernière dans notre laboratoire (Depommier, Master 
BBMC 2013-2014, Unamur). Trente-huit souris mâles C57Bl/6 wild-type âgées de 6 semaines 
(Harlan Laboratory - UK) ont été utilisées. Toutes les procédures effectuées sur les animaux ont 
été approuvées par le comité éthique local (CEEXP ANI). Le local hébergeant les souris est 
soumis à une température constante de 21 °C et l'humidité est contrôlée régulièrement. 
L'éclairage de l'hébergement suit un cycle jour/nuit de 12h/12h. 
Afin d'étudier l'impact d'un régime alimentaire riche en acide gras sur certaines variables 
physiologiques, les souris ont été divisées en 2 groupes expérimentaux basés sur 2 régimes 
alimentaires différents : 
• Un régime contrôle pauvre en graisses (LFD - Law Fat Diet- D12450J) constitué, en 
termes de calories, de 10 % de graisse, de 20 % de protéines et de 70 % d'hydrates de 
carbone (5,24 Kcal/g). La nourriture nous a été fournie par la société Research Diets 
(New Brunswick, NJ, USA). 
• Un régime riche en graisse (HFD - High Fat Diet - D12492) constitué, en termes de 
calories, de 60 % de graisses, de 20 % de protéines et de 20 % d'hydrates de carbone 
(3,84 Kcal/g). La nourriture a été fournie par la société Research Diets (New 
Brunswick, NJ, USA). 
La procédure expérimentale s'est étendue sur 16 semaines. Quatre groupes expérimentaux 
ont été constitués, certains ayant fait l'objet d'un traitement pharmacologique qui consistait en 
l'administration orale de L-NIL (BACHEM, Suisse) qui est un inhibiteur spécifique de la iNOS. 
Celui-ci a été dissous dans l'eau de boisson avec une concentration finale de 0,1 %. 
Les 4 groupes expérimentaux étaient les suivants : 
LFD sans traitement (n=12) 
LFD avec traitement par administration orale de L-NIL (n=6) 
HFD sans traitement (n=13 souris) 
HFD avec traitement par administration orale de L-NIL (n=8) 
Après 16 semaines, les souris ont été euthanasiées grâce à une injection intrapéritonéale de 
kétamine (80 mg/Kg, SVA usine, Belgique) et de médétomidine (0,5 mg/Kg, Bayer, Belgique). 
2. Cages métaboliques 
Au cours des semaines 0, 1, 4, 8 et 16, les animaux ont été placés en cages métaboliques 
pour collecter l'urine et contrôler la quantité de nourriture et d'eau ingérée. Une phase 
d'acclimatation a tout d'abord été prévue pendant 48 heures, suivie d'une période de récolte 
des urines de 2 x 24 heures. Ces cages ont pour utilité de séparer les excréments des urines 
(Figure 12). Le poids de chaque pot (urine, nourriture, biberon) est mesuré avant et après la 
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mise en cage. De cette façon, il est possible de mesurer la quantité exacte de nourriture et d 'eau 
ingérée ainsi que le volume urinaire excrété. Le pot contenant l'urine est rempli d' 1 ml de 
paraffine avant utilisation de façon à éviter une évaporation de l'urine. A la sortie des cages 
métaboliques, les souris et les pots sont de nouveau pesés. 
Selon la même séquence temporelle, la concentration en glucose sanguin a été mesurée 
après 6 heures de mise à jeun (OneTouch Vita, LifeScan, USA). Le système consiste en un 
capillaire sur lequel une goutte de sang est placée. Cette goutte est prélevée au niveau de la 
veine caudale à l'aide d'un tube de contention dans lequel la souris est placée et permettant 
juste le passage de sa queue afin de pouvoir y prélever une goutte de sang. La bande réactive 
est ensuite placée dans le lecteur OneTouch® Vita Tm (Lifescan Benelux, Belgique) dont l'écran 
affiche la glycémie en mg/dl. 
Une fois collectés, les échantillons d' urines ont été centrifugés (2500 tours par minutes) 
pendant 10 minutes à 4°C afin d'éliminer la paraffine contenue dans les tubes de récolte. Les 
échantillons ont ensuite été aliquotés (100 µl par eppendorf - maximum 10 eppendorfs par 
animal). Les aliquots ont été conservés à -80°C pour de futures analyses. 
Figure 12 : Agencement des cages métaboliques 
3. Echantillons biologiques 
Après 16 semaines de protocole, les souris ont été anesthésiées par injection 
intrapéritonéale de kétamine (80 mg/Kg, SV A usine, Belgium) et de médétomidine (0,5 
mg/KG, Bayer, Belgium). Les souris ont été euthanasiées par ponction intracardiaque, ce qui 
nous a permis d'obtenir un volume maximal d'échantillon sanguin. Les souris ont ensuite été 
soumises à une dislocation cervicale afin de pratiquer la double euthanasie. Les échantillons 
sanguins ont été collectés et les reins, le foie, les muscles et le tissu adipeux (graisse viscérale 
et péri-rénale) ont été pesés pour analyses. Une partie du foie, du cœur, du tissu adipeux et des 
reins a été fixée dans une solution de Bouin (picric acid 1 %, formol 40%) ou de PAF 
(paraformaldehyde - 40 mg/ml), et enrobée dans de la paraffine. Une partie des tissus (Cœur, 
rein et foie) a été placée dans de !'OCT (Optimal cutting temperature-fixation spécifique pour 
la réalisation de coupes congelées). Le tissu restant a été congelé dans de l' azote liquide et 
stocké à -80°C pour de futures analyses. Les échantillons sanguins prélevés sur glace, dans des 
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tubes héparinés ont été centrifugés à 4500g pendant 10 minutes à 4°C. Le plasma a ensuite été 
récupéré et stocké à -80°C. 
4. Approches analytiques 
4.1 Dosage de l'insuline 
La concentration plasmatique d' insuline a été déterminée grâce à un kit ELISA (EMD 
Millipore, Missouri) sur base d'une plaque 96 puits précoatée avec un anticorps monoclonal anti-
insuline de souris. Premièrement, 10 µI de chaque échantillon ont été ajoutés dans les puits 
correspondants de façon à ce que l' insuline se lie à l'anticorps de la plaque. De plus, une solution 
standard a été ajoutée à différentes concentrations afin de réaliser une courbe standard. Deux 
contrôles de qualité ont également été ajoutés pour mettre en évidence la qualité des résultats car 
les valeurs doivent se situer entre ces deux contrôles. Ensuite, l'anticorps de détection biotinylé a 
été ajouté et les puits ont été lavés trois fois grâce à du tampon TBS tween. Cent µIde «streptavidin-
horseradish peroxidase» ont été ajoutés ainsi que le substrat de l' enzyme (3 ,3', 5, 5' -
tétrarnethylbenzidine). Après 5 à 20 minutes, l'enzyme permet au substrat de former un produit bleu 
détectable à 450 et 590 nrn au spectrophotomètre (Molecular devices - Versa max Microplate reader 
- USA) après l'ajout d'une solution stop contenant du HCI 0,3M. Puisque l'absorbance est 
directement proportionnelle à la concentration d' insuline plasmatique, nous avons pu évaluer la 
concentration d'insuline présente dans chaque échantillon. 
4.2 Dosage des triglycérides 
Le dosage des triglycérides est effectué sur des échantillons de plasma (Triglycerides 
FS, Diasys, France), en utilisant un test enzymatique colorimétrique utilisant l'enzyme 
« glycerol-3 phosphate oxidase» (GPO) (Diasys, Diagnostic System, Holzheim, Germany) . 
Pour commencer, 2 µl d ' échantillon non dilué, de standard et de blanc ont été ajoutés dans les 
puits d'une plaque 96 puits. Ensuite, 200 µ1 de réactif ont été ajoutés dans chacun de ces puits. 
Ce réactif contient la LPL (= « lipoprotein lipase ») qui génère du glycérol et des acides gras à 
partir des triglycérides. Ensuite, la « glycerokinase » (GK) utilise ce glycérol pour générer du 
« glycerol-3-phosphate » et cette molécule est utilisée par la GPO pour former du peroxyde 
d 'hydrogène (H2O2). Enfin, la peroxydase (POD) génère un indicateur quinone imine à partir 
de H2O2. Après avoir laissé la plaque à température ambiante pendant 20 à 60 minutes, 
l'absorbance à 560 nrn a été mesurée. 
4.3 Méthode d'homogénéisation en trois phases 
Cette méthode permet la séparation du tissu homogénéisé en 3 phases (Declèves et al. , 
2013): 
-Méthanol contenant de l'eau et les sucres 
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-Une partie solide contenant les protéines et l 'ARN 
-Chloroforme contenant les lipides dont les NEF A et les TG 
Pour réaliser cette technique, la première étape consiste à réaliser un mix contenant 15,2 
ml H2ÜQ, 4 ml lM HCl et 0,8 ml 5M NaCI. Ce mix a été mélangé avec du méthanol dans des 
proportions 1 :4 respectivement. Ensuite, 30 à 90 mg de tissu congelé ont été mélangés à 700 µl 
du mix méthanol, HCl, NaCl et homogénéisés grâce à un homogénéiseur (Tenbroeck, 
Kimble/Kontes Glass Co, Vineland, NJ). Le méthanol acide est un mix entre 0.2N HCl et 0.2M 
NaCl (4:1 mix). Trois-cent dix µl de chloroforme ont été ajoutés pour la première phase 
d'extraction, suivi par un mélange au vortex pendant 30 secondes pour extraire et dénaturer 
toutes les protéines. La seconde phase d'extraction a été réalisée grâce à l' ajout de 250 µl de 
chloroforme et 300 µl d' eau. Les échantillons ont ensuite été centrifugés à 16,000g durant 10 
minutes à 4°C pour séparer les phases. La phase supérieure constituée de méthanol a été stockée 
dans des eppendorfs à -80°C et utilisée pour le dosage du H2O2 (Amplex Red, Invitrogen). La 
phase inférieure constituée de chloroforme a également été stockée à -80°C dans des tubes 
empêchant le passage de la lumière. Cette phase a été utilisée pour le dosage des triglycérides 
(DiaSys Diagnostic System, Holzheim, German y) et des acides gras non-estérifiés (NEF A-HR, 
Wako, Germany). La phase intermédiaire sera utilisée pour extraire les protéines. 
4.3.1 Dosage des triglycérides 
La phase chloroforme est utilisée pour le dosage des triglycérides. Le protocole utilisé 
est le même que pour le dosage des triglycérides dans le plasma. 
4.3.2 Dosage des acides gras non-estérifiés (NEFA) 
Pour quantifier les NEF A dans la phase chloroforme, une méthode enzymatique a été 
utilisée (NEF A-HR (2) R2 set, W AKO, Germany). Cette méthode consiste en l'ajout d ' « acyl-
CoA synthetase » (ACS) aux NEFA, permettant ainsi la formation d'acyl-CoA. Ensuite, l' acyl-
CoA est oxydé par ajout d ' « acyl-CoA oxidase » (ACOD) et donne du H2O2 qui, en présence 
de POD, permet la condensation oxydative « 3-methyl-N-ethyl-N-aniline » (:MEHA) avec le 
« 4-aminoantipyrine », formant un produit violet dont on peut mesurer l' absorbance. 
Tout d' abord, un flacon de colorant A contenant l' ACS a été mélangé au solvant A contenant 
le tampon phosphate et le sodium azide formant un réactif appelé Rl. La même procédure a été 
suivie pour le colorant B contenant l' ACOD et la POD qui a été mélangé au solvant B contenant 
le :MEHA, formant un réactif appelé R2. Les standards ont ensuite été préparés à différentes 
concentrations. Dans une plaque 96 puits, 5 µl des différents standards, de blanc et des 
échantillons dilués 5X ont été déposés. Ensuite, 200 µl de Rl ont été ajoutés. Après avoir 
mélangé et incubé à 37°C pendant 5 min, la mesure de l' absorbance a été effectuée à 550 nm 
(abs 1). Finalement, le R2 a été ajouté et l'absorbance a été mesurée à 550 nm après un temps 
d'incubation de 5 minutes à 37°C (abs 2). Pour obtenir la courbe standard et pouvoir mesurer 
la concentration de chaque échantillon en fonction de l' absorbance, l'abs 2 est soustraite de 
l'abs 1. 
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4.4 Dosage du monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) 
Pour mesurer la quantité de MCP-1 et donc mettre en évidence l ' inflammation, une 
homogénéisation des tissus a été effectuée comme suit : 40 à 60 mg de tissus ont été ajoutés à 
500 µl de tampon RIPA (cell signaling technology, USA), qui permet la lyse du tissu. A cela, 
un inhibiteur de protéase a été ajouté de façon à éviter une dégradation des protéines par les 
protéases (5 µl/500 µl). L'homogénéisation a été réalisée à l'aide d' un potter et d' un 
homogénéiseur (Tenbroeck, Kimble/Kontes Glass Co, Vineland, NJ). 
Pour le dosage de MCP-1 , un kit ELISA a été utilisé (BD OptEIA™, 877.232.8995, BD 
Biosciences, San Diego, USA). Premièrement, un anticorps (1 :250) monoclonal spécifique de 
MCP-1 a été coaté overnight sur une plaque 96 puits. Ensuite, les standards, le blanc et les 
échantillons ont été ajoutés et laissés pendant 2 heures afin que le MCP-1 présent dans les 
échantillons puisse se lier à l'anticorps spécifique. Après avoir lavé les puits, la « streptavidine-
horseradish peroxidase » et l' anticorps biotynilé anti-souris ont été ajoutés, ce qui conduit à la 
formation d'un composé bleu. Finalement, une solution stop a été ajoutée transformant le 
composé bleu en composé jaune et l' absorbance a été lue à 450 nm. Une courbe standard a 
permis de calculer la quantité de MCP-1 présente dans l ' échantillon en fonction de 
l' absorbance. 
5. Analyses morphologiques 
5.1 Coloration hématoxyline et éosine 
De façon à mettre en évidence les lésions au niveau du foie et de la graisse péri-rénale, 
une coloration hématoxyline et éosine a été réalisée sur des lames en paraffine. Premièrement, 
les lames ont été déparaffinées en étant plongées dans 2 bains successifs de toluène durant 5 
minutes, suivis de 3 bains d' éthanol 95°C durant 3 minutes. Ensuite, ces lames ont été 
réhydratées en étant placées dans l' eau courante pendant 10 minutes. Les lames ont ensuite été 
déposées dans l'hématoxyline pendant 7 minutes afin de colorer les noyaux en bleu-noir. Après 
avoir rincé les lames à l'eau distillée et à l'eau de ville, ces dernières ont été plongées dans une 
solution d' éosine aqueuse 5% dans le but de colorer le cytoplasme et la matrice extracellulaire 
en rose-rouge. Après un rinçage très bref dans l' eau distillée et l ' eau de ville, les lames ont été 
passées dans différents bains d'alcool, à savoir: 
Alcool 70% 
- Alcool 90% 
Alcool absolu 
Toluène 
Finalement, les lames ont été montées grâce au dépôt d' une fine lamelle couvre-objet. Au 
niveau du tissu adipeux, nous avons quantifié le nombre d' adipocyte et mesuré leur taille. Pour 
cela, nous avons utilisé une méthode d'analyse d'image automatique basée sur l' analyse de 
photos d' adipocytes et mesurant la taille des cellules en µm2 (Osman et al. , 2013). 
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5 .2 Coloration oil red 0 
La coloration oil red O (IHC world, Australia) permet de mettre en évidence les lipides 
neutres en les colorants en rouge. Cette coloration se fait sur des blocs OCT ayant été coupés à 
une épaisseur d'environ 10 µm et déposés sur une lame pour ensuite être fixés dans du 
formaldéhyde. Pour commencer, il est nécessaire de préparer une solution stock d' oil red 0 
pouvant être conservée à température ambiante. Pour cela, 0,5 g d 'oil red O ont été ajoutés à 
100 ml d ' isopropanol. Ensuite, une « working solution » a été réalisée en diluant 30 ml de cette 
solution stock dans 20 ml d'eau. Avant utilisation, la « working solution » a été filtrée pour 
éliminer les résidus de poudre qui pourraient éventuellement rester dans la solution. Les lames 
ont été colorées dans la solution oil red O durant 15 minutes et rincées à l' isopropanol 60%. 
Ensuite, elles ont été plongées 5 fois dans l'hématoxyline, de façon à colorer le noyau en bleu. 
Finalement, les lames ont été rincées à l'eau distillée et montées grâce à un milieu aqueux 
permettant de coller la lame couvre-objet à la lame. 
5 .3 Immunohistochimie 
5.3.1 Pré-traitement 
Premièrement, les lames ont été déparaffinées en étant plongées dans 2 bains successifs 
de toluène durant 5 minutes, suivis de 3 bains d ' éthanol 95° durant 3 minutes. Ensuite, ces 
lames ont été réhydratées en étant placées dans l'eau courante pendant 10 minutes. 
Lorsque l ' on fixe le tissu, le fixateur peut modifier la configuration spatiale des épi topes 
et donc leur accessibilité aux anticorps. Pour démasquer les antigènes, 2 méthodes ont été 
utilisées : 
Le démasquage au tampon citrate (Sigma-Aldrich, USA) 0,01 M à pH 6,2 a été réalisé 
en diluant le citrate 10 fois dans de l' eau distillée. Les lames sont plongées dans le récipient 
contenant le tampon citrate et laissées au micro-onde à 800 Watts pendant 3 minutes et à 
« defrost » pendant 10 minutes. Finalement, le récipient de citrate contenant les lames a été 
laissé à température ambiante pendant 20 minutes. 
Concernant le démasquage à l'EDTA (« ethylenediaminetretaacetic acid » ), la dilution 
était également de 10 fois dans de l'eau distillée. Le récipient contenant le tampon et les lames 
a été déposé dans le micro-onde pendant 3 minutes à 650 Watts et ensuite, laissé 30 minutes à 
température ambiante. 
Après le démasquage, les lames ont été plongées dans un bain de H2O2 (0,06%) durant 
5 minutes ou plus longtemps en fonction du bruit de fond car cette action permet de bloquer 
l'activité des peroxydases endogènes. Ensuite, les lames ont été rincées dans de l' eau distillée 
et dans du tampon PBS pH 7,4. 
Dans une chambre humide, les lames ont été traitées avec de l ' avidine (Vector 
Laboratories, Inc., USA), diluée 100 fois, afin d ' inhiber la biotine endogène. L ' avidine possède 
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environ 4 sites de liaison spécifiques à la biotine qu'il ne faut pas laisser libre pour éviter une 
fixation non-spécifique de l'anticorps secondaire. Les lames ont donc été traitées à la biotine, 
diluée 100 fois, et rincées dans du tampon PBS. 
5.3.2 lmmunohistochimie 
Les lames ont été incubées overnight avec l' anticorps primaire dans une chambre 
humide pour éviter une déshydratation du tissu. Les anticorps primaires utilisés étaient les 
suivants : macrophages (overnight, 1/50, Rat mAB clone RM0029-11H3, Abcam, England), 
eNOS (2 h, 1/75, lapin Pab RB-9279-Pl , NeoMarkers Fremont, CA), phospho-IRS-1 (SER 
612) (Overnight,1/50, lapin Pab 09-448, millipore, USA) et nitrotyrosine (Overnight, 1/100, 
lapin Pab Millipore, USA). Le lendemain, les lames ont été rincées avec du tampon PBS et 
incubée avec l'anticorps secondaire. Les anticorps secondaires utilisés étaient les suivants : 
anticorps anti-rat pour les macrophages (30 min 1/50 AbD Serotec, Royaume-Unis) et anti-
lapin pour eNOS, phospho-IRS-1 et nitrotyrosine (30 min 1/50, Dako, Danemark). Ensuite, les 
lames ont été rincées dans du PBS et traitées avec de la streptavidine peroxydase dans le but 
d'amplifier le signal. 
Après un lavage au PBS, les lames ont subi la révélation de l' antigène grâce à une 
solution de Diaminobenzidine (DAB) 0,05% (Sigma, USA) dans du PBS contenant 0,02% de 
H2O2. Les peroxydases réagissent avec du H2O2 ce qui permet l'oxydation du DAB et celui-ci 
forme un composé brun-noir au microscope quand il précipite. Lorsque le marquage est 
spécifique etait optimal, les lames ont été plongées dans de l' eau distillée pour arrêter la 
réaction. 
Ensuite, les lames ont été plongées 1 minute dans l'hémalun qui colore le noyau en brun. 
Après rinçage à l' eau distillée et à l' eau de ville, les lames ont été colorées au luxol qui marque 
le cytoplasme en bleu. 
Finalement, elles ont été montées grâce au dépôt d'une fine lamelle couvre-objet. 
6. PCR quantitative en temps réel (qPCR) 
Cette technique permet d'évaluer les niveaux de transcription des gènes codant pour 
MCP-1 au sein du foie et du tissu adipeux. En fait, la qPCR permet de mettre en évidence 
l' amplification de la séquence d'ADN grâce au Sybrgreen qui est une molécule fluorescente. 
Cette technique se déroule en 3 étapes. 
6.1 Extraction de l' ARN 
Les ARNm présents dans les échantillons ont été extraits grâce au trizol (TRI reagent, 
Sigma, USA). La réalisation de cette méthode nécessite des conditions RNAse free pour éviter 
une dégradation des ARN présents dans l' échantillon. Premièrement, les tissus ont été 
homogénéisés grâce au trizol et traités avec du chloroforme (VWR, France). Ensuite, une 
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première étape de centrifugation a été réalisée à 41 00g pendant 20 minutes à 4 °C. Cette étape 
est nécessaire afin de conserver la phase aqueuse contenant l' ARN en surface (Figure 14). 
Ensuite, I' « isopropyl alcohol » (Merck, Allemagne) a été ajouté et après une seconde 
centrifugation de 15 minutes à 12000g à 4°C, l' ARN s'est retrouvé dans le culot et le surnageant 
a donc été enlevé. Finalement, de l 'éthanol 75% (Univar Blandain, Belgique) a été ajouté pour 
laver le culot et une dernière centrifugation de 5 minutes à 7500g a été réalisée afin de récupérer 
un maximum d 'ARN. Une fois I 'ARN récupéré, un traitement à I 'AD Nase (Pro méga, Belgique) 
a été réalisé afin d 'éliminer toute trace d 'ADN génomique dans les échantillons. Enfin, un 
dosage de la concentration en ARN a été réalisé afin de connaître le volume à prélever pour 
obtenir 2 µg d' ARN nécessaires pour l'étape suivante. Pour cela, le Nanodrop 1000 a été utilisé 
(NanoDrop 1000, spectrophotometer Thermo Scientific, USA). 
Phase Separation lsopropanol Precipitation 
Organîc phase 
RNA Isolation 
Figure 14 : Extraction grâce au trizol et séparation en 3 phases. Après ajout d' isopropanol et centrifugation de la 
phase aqueuse, l 'ARN se retrouve dans le culot (Ali, 2012). 
6.2 Transcription inverse 
La transcription inverse permet de convertir !'ARN en ADN complémentaire (ADNc). 
Pour cela, 2 mix ont été préparés (mix +RT et mix - RT) contenant tous deux 6 µ1 du mélange 
ARN et eau RNAse free, 7 µ1 d'eau RNAse free, 1 µl de dNTP, 4 µl de tampon MLV-RT 
(virus de la leucémie murine ), 1 µl de random hexamer 1/10 et 1 µ! de ML V-RT pour le mix + 
RT. Pour le mix -RT, 1 µl d 'eau Rnase free ont été ajoutés à la place de la ML V-RT. Tous les 
échantillons subissent la RT PCR, 1 échantillon par groupe subit la RT-PCR mais sans la ML V-
RT. A cela, il faut ajouter 2 blancs (1 avec enzyme et 1 sans enzyme) et 4 références dont on 
connait la concentration d 'ARN (3 avec enzyme et 1 sans enzyme). Avant d'ajouter les mix, 
les échantillons ont été chauffés à 65°C pendant 8 minutes et ensuite conservés à 4°C. Ensuite, 
les mix ont été ajoutés et des incubations pendant 10 minutes à 25°C, 50 minutes à 42°C et 15 
minutes à 70°C ont successivement été réalisées. Finalement, les échantillons ont été aliquotés 
avec un volume de 10 µl (= solution stock) et les 10 autres µl ont été déposés dans un second 
tube auquel 90 µl d ' eau RNAse free ont été ajoutés(= solution prête à l' emploi). 
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6.3 qPCR (real time PCR) 
Les séquences d'ADN codant pour les gènes d'intérêts ont été amplifiées par PCR 
quantitative grâce à des amorces. En effet, celles-ci viennent se placer de part et d'autre de la 
séquence d'intérêt. Sur la plaque, 15 µl de mix et 5 µl de ADNc ont été déposés dans chaque 
puits. Finalement, la plaque a été centrifugée à 4500g pendant 3 minutes et a été placée dans la 
machine Real-Time PCR (7300 RT-PCR System, Applied Biosystems). Le Sybrgreen est un 
agent intercalant qui va permettre de mettre en évidence l'amplification del' ADNc. Il faut noter 
qu ' un housekeeping gène est nécessaire afin d'avoir un contrôle. Dans notre cas, il s'agit du 
18S. 
7. Western blot 
7.1 Dosage protéique 
Pour mettre en évidence la présence de molécules de la voie de signalisation de 
l'insuline, un western blot a été effectué. Tout d'abord, les échantillons ont été préparés en 
homogénéisant les tissus de la même façon que pour le dosage du MCP-1. Ensuite, les protéines 
ont été dosées afin de calculer le volume nécessaire pour avoir 35 µg de protéines. Pour cela, 
un kit « pierce BCA protein assay » (thermo Scientific, USA) a été utilisé. Deux-cent µl de 
« working reagent » ont été ajoutés à chaque puits contenant les standards (albumine de sérum 
bovin), le blanc et les échantillons de façon à réaliser une courbe standard et à calculer ainsi la 
concentration protéique dans l'échantillon. Ensuite, la plaque a été incubée à 37°C pendant 
environ 30 minutes et l' absorbance a été lue à 562 nm. Celle-ci est directement proportionnelle 
à la concentration tissulaire. 
7 .2 Préparation des gels 
La première étape consiste à réaliser un gel de migration à base d ' eau, d ' acrylamide 
30%, du Tris HCl ayant un pH de 8,8, du Sodium Dodecyl Sulfate 10% (SDS) ainsi que du 
persulfate d' ammonium (APS) et du Tétraméthyléthylènediamine (TEMED) à ajouter en 
dernier lieu car ces deux agents permettent la polymérisation. Ce gel de migration permet la 
migration des protéines à travers le gel en vue de permettre leur séparation en fonction de leur 
poids moléculaire. Ensuite, le gel de chargement a été ajouté, ainsi que le peigne pour la 
formation des puits. Ce gel a été réalisé avec les mêmes réactifs que pour le gel de migration 
mais le Tris-HCl possédait un PH de 6,8. Son but est de permettre l'entassement des protéines 
avant leur séparation. Les concentrations de chacun des composés varient en fonction du type 
de gel et de son degré de polymérisation. 
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7 .3 Préparation des échantillons 
Avant de mettre le volume exact d'échantillons dans les puits, 4 µl de solution 
alourdissante et de P-mercapto-éthanol ont été ajoutés. La solution allourdissante contient un 
colorant bleu permettant la visualisation de la migration. Le P-mercapto-éthanol, quant à lui, 
réduit les ponts disulfures des protéines afin de faciliter leur migration. Ensuite, le volume d' eau 
nécessaire a été ajouté afin d'obtenir un volume total de 20 µ1. Il a ensuite fallu faire bouillir 
les échantillons et finalement les centrifuger pour récupérer un volume maximal. 
7.4 Migration des échantillons 
Les gels ont été placés dans une cuve avec un tampon de migration (Tris-HCl + Glycine 
+ SDS, pH: 8.5). Ensuite, 8 µl d'étalon protéique ont été ajoutés dans les puits. Celui-ci permet 
d'avoir un repère de poids moléculaire puisque chaque bande correspond à un poids moléculaire 
précis. Vingt µl de chaque échanti llon ont ensuite été ajoutés dans les autres puits. La cuve a 
été remplie de tampon de migration jusqu'à la moitié lorsque 2 gels ont été réalisés et remplie 
entièrement lorsque 4 gels ont été réalisés. Le voltage appliqué est un voltage constant de 180V. 
7.5 Transfert 
Le gel, les éponges et les papiers ont été plongés dans le tampon de transfert. En ce qui 
concerne la membrane PVDF (polyvinylidène fluoride), celle-ci a été traitée au méthanol 
(Prolabo Chemicals, France) pendant une minute afin de l' activer et de lui permettre de fixer 
les protéines. Ensuite, elle a été rincée avec de l'eau pour enlever toutes les bulles et a 
finalement été plongée dans le tampon de transfert (Tris-HCI + glycine, pH : 8.5). Le montage 
a été réalisé comme suit : 
-1 éponge 
-3 papiers 




Cette fois-ci, c'est l'ampérage qui était constant et était de 0,3 A. Le transfert a été réalisé 
pendant 45 minutes. 
7.6 Blocage 
Le but du blocage est de saturer les sites antigéniques aspécifiques afin de minimiser le 
bruit de fond . Pour cela, la membrane a été plongée dans du lait 5% dilué dans du « P BS tween » 
pendant minimum 20 minutes. 
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7.7 Anticorps 
Les différents anticorps primaires utilisés étaient les suivants : 
- AKT (1/200, Santa cruz biotechnology, Texas, USA) 
- Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH, 1/3 000) 
Chacun étant dilués dans du PBS du tween et du lait et déposé sur la membrane durant toute la 
nuit en chambre froide et sur agitateur. Le lendemain, la membrane a été rincée 3 fois 20 
minutes avec du PBS tween et l'anticorps secondaire HRP dilution 1/3000 également dans du 
PBS + Tween + lait a été ajouté (incubation 1 heure). Il s'agit d'un anticorps secondaire anti-
mouse pour la GAPDH (Dako, Glostrup, Danemark) et anti-rabbit (Dako, Glostrup, Danemark) 
pour I 'AKT. Ensuite, 3 bains de 20 minutes au « P BS + tween » ont de nouveau été réalisés. 
7.8 Révélation 
Finalement, la membrane a été incubée pendant 5 minutes dans du substrat de révélation 
(Perkin Elmer, Waltham, USA). Pour ce faire, le réactif A(« Enhanced Luminol Reagent ») a 
été ajouté au réactifB (« Oxidizing reagent ») dans des proportions 50/50. Ensuite, la membrane 
a été placée dans une cassette et, dans la chambre noire, un film (Amersham hyperfilm ECL, 
Royaume-Unis) a été placé au-dessus. Finalement, le film est passé dans la machine (Fuji Photo 
Film CO., LTD, Japon) qui permet de révéler le signal. Finalement,, une densitométrie a été 
réalisée afin de quantifier les bandes. Le programme ImageJ Macbiophotonics a été utilisé et 
une normalisation des valeurs a été effectuée grâce aux bandes de GAPDH. 
8. Analyses statistiques 
Les données présentées sont des moyennes ± SEM. La limite de signification a été 
définie à P<0,05 . Un test de variance one-way ANOVA a été réalisé pour comparer les 
moyennes entre les différents groupes d ' animaux. Un post-test paramétrique de Newman Keuls 
a été réalisé pour mettre en évidence les différences significatives entre les LFD, LFD + L-NIL, 





Lors d ' une précédente étude effectuée au sein de notre laboratoire, les atteintes rénales 
consécutives à l'exposition de souris à un régime alimentaire riche en graisses (HFD) ont été 
caractérisées, tant sur le plan morphologique que fonctionnel. Il s'agit principalement d'une 
hypertrophie glomérulaire, de l'épaississement de la membrane basale glomérulaire, d'une 
expansion de la matrice mésangiale, et de l'apparition de vacuoles lipidiques au niveau des 
cellules tubulaires rénales. Au cours de ce mémoire, les objectifs expérimentaux ont consisté 
en l'analyse histologique et fonctionnelle des principaux organes touchés par l'obésité, à savoir, 
le tissu adipeux et le foie. En effet, au niveau de ces organes, des modifications structurelles 
ainsi que des troubles du métabolisme ont été observés. Par ailleurs, le développement de 
l'obésité peut mener à différentes perturbations liées à la dyslipidémie, l'inflammation, au stress 
oxydatif ou à la résistance à l'insuline. 
Les résultats préalablement obtenus ont révélé un effet bénéfique de l'inhibition de la 
iNOS grâce à un inhibiteur spécifique, le L-NIL. Afin de mieux cerner le rôle du NO et des 
NOSs dans les différents processus étudiés, les tissus et le plasma de souris appartenant aux 
groupes LFD et HFD, traitées ou non à l'aide de L-NIL, ont été analysés. La première partie de 
ces résultats présente les différentes données métaboliques des souris après 16 semaines de 
régime alimentaire spécifique et d'un éventuel traitement au L-NIL, ainsi que la caractérisation 
de la dyslipidémie. La seconde partie permet de mettre en évidence les modifications 
structurelles et fonctionnelles caractérisant le tissu adipeux et le foie. La troisième partie 
concerne les conséquences systémiques de la pathologie, à savoir une résistance à l'insuline, 
une inflammation et le développement d'un stress oxydatif. Enfin, la dernière partie permet de 
comparer le niveau d'expression de la eNOS et de la iNOS en conditions normale et 
pathologique. 
1. Variations du poids corporel, du poids du foie et des 
quantités d'eau et de nourriture ingérées chez des souris 
LFD, LFD+L-NIL, HFD et HFD+L-NIL ainsi que les effets 
sur la dyslipidémie 
1.1 Effet d'un régime HFD sur les données métaboliques 
Table 2. Données métaboliques des souris alimentées avec une nourriture LFD, LFD+L-NIL, 
HFD et HFD+L-NIL. 
LFD LFD+ L-Nil HFD HFD+ L-Nil 
Augmentation relative du 
45,3 ± 2,0 50,3 ± 6,5 137, 1 ± 6,0*# 
113,0 ± 
poids corporel (%) 2,7*#+ 
Poids du foie (mg/mm de 
66,4 ± 4,3 59,7 ± 6,6 
115,6 ± 141,5 ± 
tibia) 23,4*# 8,5*#+ 
Quantité d'eau ingérée 
3,3 ± 0,2 3,4± 0,2 3,1 ± 0,2 2,8 ± 0,2 
(ml/24h) 
Quantité de nourriture 
5,5 ± 0,2 5,6 ± 0,0 5,3 ± 0,2 5,5 ± 0,0 
in2:érée (2:/24h) 
Données mesurées dans les groupes expérimentaux suivants : LFD, LFD+L-NIL, HFD, HFD+L-NIL (n= 6-8 par 
groupe). Résultats : moyennes ± SEM. Analyses statistiques : one-way ANOV A suivie par un test de Newman-
Keuls : *p :S 0.05 en comparaison avec les souris LFD, #p :S 0.05 en comparaison avec les souris LFD+L-NIL, et 
+p :S 0.05 en comparaison avec les souris HFD. 
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Sur base de ces résultats (Table 2), il a été démontré que nourrir des souris C57BL/6 
avec de la nourriture HFD induisait une augmentation importante de la masse corporelle par 
comparaison avec les souris LFD. Le poids du foie après 16 semaines est également plus élevé 
chez les souris obèses, suggérant qu ' un excès de lipides peut induire une hypertrophie de cet 
organe. Cependant, la quantité d' eau et de nourriture ingérées ne varie pas entre les souris HFD 
et LFD. Par ailleurs, le traitement au L-NIL semble prévenir l ' augmentation du poids corporel 
mais pas l' hypertrophie hépatique chez les souris soumises au régime HFD. 
1.2 Effets d'un régime HFD sur les marqueurs sanguins 
Il a été démontré que nourrir des souris C57BL/6 avec une nourriture HFD induisait une 
augmentation importante du poids corporel. De plus, il y aurait une conséquence sur les 
caractéristiques systémiques. En effet, la concentration d'adiponectine est très nettement 
diminuée chez les souris HFD en comparaison avec les LFD (Figure 14). Le traitement au L-
NIL ne semble pas avoir d'effet sur cette variable. Concernant la concentration plasmatique en 
lipides, nous pouvons remarquer que la concentration de NEF A et de triglycérides plasmatiques 
est significativement plus élevée chez les souris HFD en comparaison avec les LFD (Figure 





Figure 14: Effet du régime riche en lipides (HFD) sur la concentration d'adiponectine plasmatique. Analyse 
quantitative de la concentration d' adiponectine chez les souris nourries avec de la nourriture LFD, LFD+L-NIL, 
HFD et HFD+L-NIL à la semaine 16 (n= 6-8 par groupe). Résultats : moyennes ± SEM. Analyses statistiques : 
one-way ANOV A suivie par un test de Newman-Keuls : *p :S 0.05 en comparaison avec les souris LFD, #p :S 0.05 
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Figure 15 : Effet du régime riche en lipides sur la concentration de lipides plasmatiques. Analyse quantitative 
de la concentration de triglycérides et de NEF A plasmatiques (A et 8 respectivement) chez les souris nourries avec 
de la nourriture LFD, LFD+L-NIL, HFD and HFD+L-NIL à la semaine 16 (n= 6-8 par groupe). Résultats : 
moyennes± SEM. Analyses statistiques : one-way ANOV A suivie par un test de Newman-Keuls : *p :S 0.05 en 
comparaison avec les souris LFD, #p :S 0.05 en comparaison avec les souris LFD+L-NIL, et +p :S 0.05 en 
comparaison avec les souris HFD. 
2. Caractérisation histologique et fonctionnelle 
principaux organes cibles de l'obésité 
des 
2.1 Caractérisations histologiques et adaptation fonctionnelle du tissu 
adipeux 
De façon à démontrer si un régime HFD peut induire des changements morphologiques 
dans le tissus adipeux péri-rénal, une coloration hématoxyline/éosine a été réalisée sur des 
coupes en paraffine de souris appartenant aux groupes expérimentaux LFD (Figure 16A-B), 
LFD+L-NIL (Figure 16C-D), HFD (Figure 16E-F) et HFD+L-NIL (Figure 16G-H). Les 
observations morphologiques révèlent que les souris HFD présentent un nombre plus faible 
d'adipocytes mais que ces cellules sont caractérisées par une taille plus importante en 
comparaison avec les souris HFD. 
Pour confirmer ce changement histologique, la taille des adipocytes a été déterminée 
grâce à une méthode d'analyse d'image automatique basée sur l'analyse des photos 
d' adipocytes. Elle mesure la taille des cellules en µm 2. Cette analyse quantitative révèle une 
augmentation significative de la taille moyenne des adipocytes du groupe HFD (3107 ± 162,5 
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µm 2, p<0.05) en comparaison avec le groupe LFD (2057 ± 116,1 µm 2). De plus, le traitement 
au L-NIL prévient l'augmentation induite par un régime HFD (p<0.05) (Figure 161). 
Les observations morphologiques ont également montré une augmentation du dépôt de 
matrice extracellulaire ainsi qu ' un nombre plus élevé de cellules interstitielles chez les souris 




























Figure 16 : Effet du régime riche en lipides sur l'histologie du tissu adipeux péri-rénal chez des souris 
nourries avec une nourriture LFD (A, 200x; B, 400x), LFD+L-NIL (C, 200x; D, 400x), HFD (E, 200x; F, 
400x), and HFD+L-NIL (G, 200x; H, 400x). Figure illustrant les caractéristiques histologiques grâce à une 
coloration hématoxyline et éosine du tissu adipeux chez des souris LFD (A-8), LFD+L-NIL (C-D), HFD (E-F) et 
HFD+L-NIL (G-H). Les fl èches affichent une expansion de la matrice extracellulaire chez les groupes HFD et 
HFD + L-NIL. I : Analyse quantitative de la taille moyenne des adipocytes à la semaine 16 (n= 6-8 par groupe). 
Résultats: moyennes ± SEM. Analyses statistiques : one-way ANOVA suivie par un test de Newman-Ke uls: *p 
:S 0.05 en comparaison avec les souris LFD, #p :S 0.05 en comparaison avec les souris LFD+L-NIL, et +p :S 0.05 
en comparaison avec les souris HFD. 
2.2 Caractérisations histologiques et adaptation fonctionnelle du foie 
De façon à évaluer dans quelle mesure un régime HFD peut induire des changements 
morphologiques dans le foie, nous avons réalisé une coloration hématoxyline et éosine sur des 
coupes en paraffine (Figure 17 A-D) chez des souris LFD, LFD+L-NIL, HFD et HFD+L-NIL. 
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Comme illustré sur la Figure 17, l'analyse morphologique du foie révèle que les souris nourries 
avec une nourriture HFD développent une augmentation significative de la taille des vacuoles 
au niveau des hépatocytes à la semaine 16 (Figure 17E-F). Cependant, le traitement au L-NIL 
ne semble pas moduler cette augmentation de taille cellulaire (Figure 17G-H). Les vacuoles 
présentes dans les cellules sont aussi larges que le noyau ou parfois même plus grosses. Comme 
illustré sur les Figure 17E-H, beaucoup de cellules semblent être complètement remplies de 
ces vacuoles et le traitement au L-NIL ne semble pas diminuer leur nombre. 
LFD LFD 
C -
LFD + L-NIL LFD + L-NIL 
Figure 17 : Effet du régime riche en lipides sur l'histologie du foie chez des souris nourries avec une 
nourriture LFD (A, 200x; B, 400x), LFD+L-NIL (C, 200x; D, 400x), HFD (E, 200x; F, 400x), and HFD+L-
NIL (G, 200x; H, 400x). Figure illustrant les caractéristiques histologiques grâce à une coloration hématoxyline 
et éosine du foie chez des souris LFD (A-B), LFD+L-NIL (C-D), HFD (E-F) et HFD+L-NIL (G-H). Les flèches 
montrent une vacuole sur chaque image. 
Pour mieux caractériser la constitution des vacuoles observées au niveau des 
hépatocytes, nous avons réalisé une autre analyse morphologique grâce à la coloration Oil Red 
O. Cette coloration a été effectuée sur des coupes congelées de foie des groupes LFD (Figure 
18A), LFD+L-NIL (Figure 18B), HFD (Figure 18C) et HFD+L-NIL (Figure 18D). Cela nous 
a permis d'identifier l'accumulation de lipides neutres marqués en rouge dans la cellule. Nous 
avons observé une augmentation marquée de vacuoles positives pour l'Oil Red O dans les 
hépatocytes du groupe HFD (Figure 18C) en comparaison avec les LFD et LFD+L-NIL 
(Figure 18A and B, respectivement). Cependant, comme illustré sur la Figure 18D, le 




Figure 18 : Effet du régime riche en lipides sur l'histologie du foie chez des souris nourries avec une 
nourriture LFD (A, 200x), LFD+L-NIL (B, 200x), HFD (C, 200x), and HFD+L-NIL (D, 200x). Figure 
illustrant les caractéristiques histologiques au niveau du fo ie grâce à une coloration oil red O réalisée sur des 
coupes de tissus OCT. 
De façon à démontrer un effet du régime HFD sur le stockage des lipides au niveau du 
foie, nous avons mesuré la concentration de triglycérides et d'acide gras dans ce tissu exprimée 
par mg de tissu (Figure 19A-B, respectivement). Une augmentation significative de la 
concentration de triglycérides a été observée dans le groupe HFD comparé au groupe LFD. 
Cette augmentation était significativement atténuée dans le groupe traité au L-NIL (Figure 
19A). 
Ensuite, la concentration de NEF A a également été mesurée dans le foie (Figure 19B). 
Nous avons observé une augmentation de la concentration de ces acides gras chez les souris du 
groupe HFD en comparaison avec le groupe LFD. Cependant, cette différence n 'était pas 
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Figure 19 : Effet du régime riche en lipides sur l'accumulation des lipides au niveau du foie. Analyse 
quantitative du niveau de triglycérides et de NEF A hépatiques (A et B respectivement) chez les souris nourries 
avec de la nourriture LFD, LFD+L-NIL, HFD and HFD+L-NIL à la semaine 16 (n= 6-8 par groupe). Résultats : 
moyennes ± SEM. Analyses statistiques : one-way ANOV A sui vie par un test de Newman-Keuls : *p ~ 0.05 en 
comparaison avec les souris LFD, #p ~ 0.05 en comparaison avec les souris LFD+L-NIL, et +p ~ 0.05 en 
comparaison avec les souris HFD. 
3. Conséquences de l'obésité 
l'insuline et stress oxydatifs 
inflammation, résistance à 
3.1 Effets d'un régime HFD sur l'inflammation du tissu adipeux et du 
foie 
Afin d'identifier une réponse inflammatoire du foie et du tissu adipeux, nous avons 
réalisé une analyse immunohistochimique permettant de quantifier la présence des 
macrophages dans le foie (Figure 20A-E) et dans le tissu adipeux péri-rénal (Figure 20F-J). 
Dans les deux organes, une augmentation significative de la quantité de macrophages a été 
observée chez les souris du groupe HFD par comparaison à celles du groupe LFD (Figure 20C, 
E, H et 1) . De plus, cette augmentation peut être prévenue par le traitement au L-NIL au niveau 
du foie mais pas du tissu adipeux péri-rénal. Une analyse complémentaire a également été 
effectuée, afin de mesurer la quantité relative de transcrit de MCP-1 dans des homogénats de 
foie et de tissu adipeux. Ceci a été réalisé grâce à une qPCR de façon à mettre en évidence 
l' augmentation de l'expression d ' ARNm pour chaque groupe en fonction du niveau 
d' expression d'ARNm des LFD. Les résultats obtenus révèlent une augmentation significative 
chez les souris HFD par comparaison aux souris LFD tant dans le foie que dans le tissu adipeux 
(Figure 21A et C respectivement). Cependant, un effet du L-NIL ne serait observé qu 'au 
niveau hépatique. Finalement, pour mettre en évidence la quantité de la protéine MCP-1 , un 
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dosage a été réalisé et celui-ci a montré une augmentation de la concentration de MCP-1 chez 
les souris HFD par comparaison aux souris LFD, tant dans le fo ie que dans le tissu adipeux 
(Figure 21B et 21D). Le traitement au L-NIL ne semble pas améliorer l'inflammation au niveau 
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Figure 20: Effet du régime riche en lipides sur l'inflammation . Figure illustrant une IHC permettant de révéler 
la présence de macrophages (x400) au niveau du foie (A, B, C, D) et du tissu adipeux (F, G, H, 1) chez des souris 
nourries avec de la nourriture LFD (A-F), LFD+L-NIL (B-G), HFD (C-H) et HFD+L-NIL (D-I) à la semaine 16. 
N= 6-8 par groupe. Les flèches montrent un macrophage sur chaque image. 
E et J : Analyse quantitative du nombre de macrophages par mm 2 de tissu chez des souri s nourries avec de la 
nourriture LFD, LFD+L-NIL, HFD et HFD+L-NIL dans le foie et le tissu ad ipeux (E et I respectivement) (n= 6-8 
par groupe). Résultats: moyennes ± SEM. Analyses statistiques: one-way ANOV A suivie par un test de Newman-
Keuls : *p ~ 0.05 en comparaison avec les souris LFD, #p ~ 0.05 en comparaison avec les souris LFD+L-NIL, et 
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Figure 21: Effet du régime riche en lipides sur l'inflammation. Quantité d'ARN messager adipocytaire (A) et 
hépatique (C) + quantité de la protéine MCP-1 au niveau du tissu adipeux (B) et du foie (D) chez des souris 
nourries avec de la nourriture LFD, LFD+L-NIL, HFD et HFD+L-NIL à la semaine 16 (n= 6-8 par groupe). 
Résultats : moyennes ± SEM. Analyses statistiques : one-way ANOV A suivie par un test de Newman-Keuls : *p 
:::; 0.05 en comparaison avec les souris LFD, #p ::::: 0.05 en comparaison avec les souris LFD+L-NIL, et +p :::; 0.05 
en comparaison avec les souris HFD. 
3.2 Effets d'un régime HFD sur la résistance à l'insuline 
Pour évaluer une éventuelle résistance à l'insuline se produisant chez les souris HFD, 
les concentrations plasmatiques d'insuline et de glucose ont été mesurées. Comme illustré sur 
la Figure 22, la concentration plasmatique d'insuline était significativement supérieure chez 
les souris HFD en comparaison avec les groupes LFD et LFD+L-NIL. Cette augmentation de 
la concentration plasmatique d'insuline est presque rétablie grâce au traitement au L-NIL, 
suggérant que le L-NIL pourrait améliorer la sensibilité à l'insuline (Figure 22). Concernant la 
glycémie, la même tendance est observée (Figure 23). Le groupe HFD affiche une 
augmentation de la concentration plasmatique de glucose en comparaison avec le groupe LFD. 
De même que pour l'insuline, le L-NIL semble prévenir l'hyperglycémie. Ces résultats 
suggèrent qu'un régime riche en lipides pourrait déterminer le développement d'une résistance 
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Figure 22 : Concentration plasmatique d'insuline. Analyse quantitative de la concentration plasmatique 
d'insuline chez des souris LFD, LFD+L-NIL, HFD and HFD+L-NIL (n= 6-8 par groupe). Résultats: moyennes ± 
SEM. Analyses statistiques: one-way ANOVA suivie par un test de Newman-Keuls: *p '.':: 0.05 en comparaison 

























Figure 23 : Concentration plasmatique de glucose. Analyse quantitative de la concentration plasmatique de 
glucose chez des souris LFD, LFD+L-NIL, HFD and HFD+L-NIL (n= 6-8 par groupe). Résultats : moyennes ± 
SEM. Analyses statistiques : one-way ANOVA suivie par un test de Newman-Keuls: *p '.':: 0.05 en comparaison 




De façon à mettre en évidence un trouble de la voie de signalisation de l' insuline, nous 
avons réalisé un Western Blot de la protéine AKT au niveau du foie (Figure 24). Nous avons 
observé une diminution de la densitométrie de cette protéine chez les HFD en comparaison avec 
les LFD. Le traitement au L-NIL, ne semble pas avoir d'effets sur la molécule. 
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Figure 24 : Densitométrie de la protéine AKT. Analyse quantitative de la protéine AKT hépatique chez des 
souris LFD (1), LFD+L-NIL (2), HFD (3) and HFD+L-NIL (4) en fonction de la GAPDH (n= 2 par groupe). 
Résultats: moyennes ± SEM. Analyses statistiques: one-way ANOVA suivie par un test de Newman-Keuls . 
Ensuite, nous avons également réalisé une analyse par immunohistochimie d'IRS-1 au 
niveau du foie de souris LFD, LFD + L-NIL, HFD et HFD + L-NIL (Figure 25). De façon 
qualitative, on remarque un marquage plus prononcé pour les HFD (Figure 25C) et HFD + L-
NIL (Figure 25D) que pour les LFD (Figure 25A) et LFD + L-NIL (Figure 25B). De plus, il 
ne semble pas y avoir de différence de marquage après utilisation du traitement. Si l'on regarde 
l'endroit du marquage que les vaisseaux et les hépatocytes sont marqués. 
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Figure 25 : Effet du régime riche en lipides sur la résistance à l'insuline. Figure illustrant une IHC mettant en 
avant l' IRS-1 au niveau du fo ie (A, B, C, D (200X)) de souris nourries avec de la nourriture LFD (A), LFD+L-
NIL (8), HFD (C) et HFD+L-NIL (D) à la semaine 16. (n= 6-8 par groupe). 
3.3 Effets d'un régime HFD sur le stress oxydatif/nitrosatif 
Afin de mettre en év idence un stress oxydatif, un dosage de H202 dans la phase méthanol 
obtenue grâce au triphase du foie a été réalisé (Figure 26). On ne remarque pas de différence 
nette entre les groupes expérimentaux en ce qui concerne la concentration de H202. Le 
traitement au L-NIL ne semble pas diminuer le stress oxydatif mais semble au contraire, 

















Figure 26 : Evaluation du stress oxydatif. Analyse quantitative du niveau de peroxyde d' hydrogène chez des 
souris LFD, LFD+L-NIL, HFD and HFD+L-NIL (n= 6-8 par groupe). Résultats : moyennes ± SEM. Analyses 
statistiques : one-way ANOV A suivie par un test de Newman-Keuls. 
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Afin de mettre en évidence un stress nitrosatif chez les souris HFD, une 
immunohistochimie permettant de marquer la nitrotyrosine a été réalisée au niveau du tissu 
adipeux (Figure 27) et du foie (Figure 28). Il semblerait qu'au niveau du tissu adipeux, il y ait 
plus de marquage chez les souris du groupe HFD en comparaison avec celles du groupe LFD 
(Figure 27 A et C). De plus, la coloration apparaît moins marquée après le tra'itement au L-
NIL (Figure 27 B et D). Concernant le foie, la même tendance est observée puisque l'on 
remarque une coloration plus intense chez les HFD que chez les LFD (Figure 28A, C, E, G). 
Le traitement au L-NIL semble également atténuer cette coloration (Figure 28B, D, F, H). 
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Figure 27 : Effets du régime riche en lipides sur le stress oxydatif. Figure illustrant une IHC permettant de 
marquer la nitrotyrosine au niveau du tissu adipeux (I, J, K, L (200X)) de souris nourries avec de la nourri ture 




Figure 28 : Effet du régime riche en lipide sur le stress oxydatif. Figure illustrant une IHC permettant de 
marquer la nitrotyrosine au niveau du foie (A, B, C, D (200X) E, F, G, H (400X)) de souris nourries avec de la 
nourriture LFD (A-E), LFD+L-NIL (B-F), HFD (C-G) et HFD+L-NIL (D-H) à la semaine 16 (n= 6-8 par groupe). 
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4. Etude de l'enzyme eNOS durant l'obésité 
Afin d'identifier l'expression de la eNOS, une irnrnunohistochimie a été réalisée sur des 
coupes en paraffine de tissu adipeux péri-rénal (Figure 29A-E) et de foie (Figure 30A-I) de 
souris appartenant aux groupes LFD (Figure 29A et 30A-B), LFD+L-NIL (Figure 29B et 30C-
D), HFD (Figure 29C et 30E-F) et HFD+L-NIL (Figure 29D et 30G-H). La eNOS est une 
enzyme exprimée par les cellules endothéliales. Il n'est donc pas surprenant de retrouver le 
marquage de la eNOS au niveau des vaisseaux sanguins dans les deux organes. La 
quantification de ce marquage positif pour la eNOS au niveau du tissu adipeux a montré une 
différence significative dans l'expression de l'enzyme (Figure 14 E). En effet, une diminution 
marquée de ce marquage de la eNOS a été observée dans le groupe HFD en comparaison avec 
le groupe LFD. Concernant le foie, il n 'y avait pas de différence significative de l'expression 
de l'enzyme entre ces deux groupes, bien qu ' une diminution semble être observée dans le 
groupe HFD (Figure 301). Le traitement au L-NIL ne prévient pas complètement cette 
diminution. 
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Figure 29: Effet du régime riche en lipides sur l'expression de la eNOS au niveau du tissu adipeux. Figure 
montrant une IHC permettant de marquer la eNOS au niveau du tissu adipeux (x400) chez des souris nourries avec 
une nourriture LFD (A-B), LFD+L-NIL (C-D), HFD (E-F) et HFD+L-NIL (G-H). I : Analyse quantitative des 
adipocytes positifs pour la eNOS en % chez des souris LFD, LFD+L-NIL, HFD and HFD+L-NIL (n= 6-8 par 
groupe). Résultats : moyennes± SEM. Analyses statistiques : one-way ANOV A suivie par un test de Newman-














Figure 30 : Effets du régime riche en lipides sur l'expression de eNOS au niveau du foie. Figure montrant une 
IHC permettant de marquer la eNOS au niveau du foie (x400) chez des souris nourries avec une nourriture LFD 
(A-B), LFD+L-NIL (C-D), HFD (E-F) et HFD+L-NIL (G-H). V= vaisseau sanguin I : Analyse quantitative des 
cell ules hépatiques positives pour la eNOS en % chez des souris LFD, LFD+L-NIL, HFD and HFD+L-NIL (n= 








La prévalence de l'obésité et du syndrome métabolique en général a augmenté ces 20 
dernières années, principalement dans les pays occidentaux. Ce syndrome est un problème de 
santé publique mais également un fardeau économique pour les gouvernements responsables 
de la prise en charge des personnes obèses. Pour rappel, l'obésité est une maladie complexe et 
multifactorielle qui est la conséquence d'une alimentation riche en sucres et en lipides ainsi que 
d'une sédentarité accrue. Le tissu adipeux a pour fonction de stocker les acides gras sous forme 
de triglycérides (TG). Lorsque la concentration plasmatique de ces lipides augmente, il en 
résulte un stockage accru. Deux conséquences caractérisent ce processus. D'une part, la taille 
des adipocytes augmente et limite la possibilité de stocker davantage d'acides gras. Cela 
provoque une accumulation ectopique au niveau de différents organes périphériques. D'autre 
part, la sécrétion d'adipokines par les adipocytes est stimulée, ce qui va mener à terme au 
développement d'une réponse inflammatoire, de stress oxydatifs et de la résistance à l'insuline 
(Guilherme et al. , 2008). En conséquence, l'obésité représente un important facteur de risque 
d'autres pathologies comme la stéatose hépatique, le diabète ou l'hypertension. 
Sur base de ces considérations, le premier objectif de ce mémoire était de mettre en 
évidence les modifications structurelles et fonctionnelles du tissu adipeux et du foie ainsi que 
de caractériser la résistance à l'insuline, l'inflammation et les stress oxydatifs. Par ailleurs, dans 
l'optique du développement de nouvelles approches thérapeutiques, il serait intéressant de 
disposer de traitements permettant de réduire les altérations métaboliques liées à cette maladie. 
C'est pour cette raison que le second objectif de ce mémoire était d'évaluer les effets bénéfiques 
potentiels du L-NIL, un inhibiteur spécifique de la iNOS. 
1. Atteintes systémiques suite à un régime riche en graisse 
(HFD) chez la souris C57BL/6 
Dans nos conditions expérimentales, les résultats ont montré qu ' un regrrne HFD 
induisait une augmentation significative du poids corporel après 16 semaines chez des souris 
C57BL/6J, ce qui correspond à l'adiposité viscérale observée en cas de syndrome métabolique. 
En effet, une augmentation très marquée de la masse de tissu adipeux viscéral et péri-rénal a 
été mesurée chez les souris HFD en comparaison avec les souris LFD. La souche de souris 
C57BL/6J se révèle être appropriée dans le contexte de notre étude car elle répond de façon 
significative à une augmentation de l'apport alimentaire de lipides menant à l'obésité (West et 
al. , 1992; Rossmeisl et al., 2003). Nos résultats montrent également que les quantités d'eau et 
de nourriture ingérées ne variaient pas durant les 16 semaines et ce, dans les différents groupes, 
ce qui démontre donc que c'est l'apport accru de lipides dans l'alimentation, et non la quantité 
de nourriture ingérée, qui serait à l' origine de l'obésité. En effet, plusieurs études ont rapporté 
qu'une augmentation importante de lipides alimentaires (saturés ou insaturés) induirait une 
réponse pro-inflammatoire dans des modèles in vitro et in vivo et pourrait mener au 
développement d'une résistance à l'insuline (Montell et al., 2001 ; Chavez et Summer, 2003 ; 
Alvheim et al., 2013 ; Teng et al. , 2014). 
En ce qui concerne les caractéristiques systémiques, nous avons observé une diminution 
de la concentration plasmatique de l'adiponectine, associée à une diminution des concentrations 
de NEF A et à une augmentation de celle des TG chez les souris HFD en comparaison avec les 
souris LFD. Pour rappel, l'adiponectine est sécrétée par le tissu adipeux et présente des effets 
anti-inflammatoires, améliore la sensibilité à l'insuline et permet la ~-oxydation des acides gras 
dans le foie et les muscles (Hajer et al., 2008 ; Tilg et Moschen, 2010). Une diminution de la 
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sécrétion de cette hormone est observée en cas d'obésité. Bien que l' origine de cette réponse 
ne soit pas claire, l' inflammation a été proposée comme inhibiteur de l' expression de 
l'adiponectine, notamment par le biais du TNF-a. Cependant, cette hypothèse a été assez 
controversée étant donné que la diminution de la sécrétion d'adiponectine n ' était pas observée 
dans d' autres maladies inflammatoires comme l'arthrite rhumatoïde, le diabète de type 1 ou la 
fibrose cystique (Hosogai et al., 2007 ; Ye et al. , 2007 ; Fantuzzi, 2008). Différentes études 
favorisent plutôt un lien avec l'hypoxie du tissu adipeux. En effet, un niveau élevé d'hypoxie 
au niveau des adipocytes, induit une diminution de l' expression d' ARNm codant pour 
l'adiponectine dans des adipocytes en culture (Chen et al. , 2006 ; Wang et al. , 2007). De plus, 
Ye et al. mettent en évidence que la diminution de la pression partielle en 0 2 au niveau des 
vaisseaux du tissus adipeux de souris ob/ob induit une diminution de la sécrétion de 
l'adiponectine et qu'une perte de poids permettrait d'améliorer l' oxygénation du tissu adipeux 
(Ye et al. , 2007). De plus, il a été démontré que la réduction de la sécrétion d ' adiponectine 
pourrait survenir avant que ne se manifestent le développement de l'obésité et de la résistance 
à l ' insuline (Hotta et al. , 2001). La diminution du facteur de transcription PPAR-y pourrait être 
à l' origine de la diminution de sécrétion de l' adiponectine. En effet, l'utilisation de 
rosiglitazone, un agoniste de ce facteur de transcription, permettrait une augmentation de 
l' adiponectine chez des souris déficientes pour les récepteurs à la leptine et au LDL (Hulsmans 
et al. , 2013). Par ailleurs, l'augmentation de la concentration sanguine de NEFA et de TG 
indique une dyslipidémie. En effet, comme expliqué précédemment, le tissu adipeux présente 
une altération fonctionnelle, se caractérisant par un déséquilibre entre la libération d'acide gras 
dans la circulation (qui augmente) et leur ~-oxydation (qui diminue). Le tissu adipeux n 'étant 
plus capable de stocker l'excès d'acide gras, ceux-ci se retrouvent dans le compartiment 
vasculaire. De plus, une augmentation de l' activité de HSL (lipase hormono-sensible), résultant 
de la résistance à l'insuline, permet une libération plus importante d'acides gras dans le sang 
(Guilherme et al., 2008 ; Mitrou et al., 2010). In vivo, le taux plasmatique d'acides gras libres 
est plus élevé chez les sujets obèses que chez les sujets sains (Horowitz et al., 1999). En ce qui 
concerne l ' évolution de la concentration plasmatique des TG, elle serait le résultat d' une 
diminution de l' activité de l'enzyme LPL qui ne serait plus stimulée par l' insuline (Rossmeisl 
et al., 2003 ; Mitrou et al. , 2010). 
Enfin, nous avons mesuré la concentration plasmatique de l'insuline afin de mettre en 
évidence une éventuelle résistance à l'insuline. Le rôle de cette hormone est de stimuler le foie 
à stocker le glucose sous forme de glycogène et de diminuer la glycogenèse hépatique. Au 
niveau du tissu adipeux et des muscles, elle permet à ces organes de capter le glucose. Il est 
donc logique que la concentration d'insuline plasmatique augmente en cas de résistance à 
l'insuline puisque celle-ci est toujours synthétisée par le pancréas mais n ' est pas utilisée par les 
organes cibles. Nos résultats affichent une augmentation significative de cette hormone dans le 
plasma de souris HFD en comparaison avec les souris LFD. Ceci est donc en concordance avec 
les études précédentes qui rapportent le développement d' une résistance à l' insuline 
consécutive à une augmentation de la quantité d' acide gras chez des souris ob/ob ou HFD. Cette 
résistance serait liée à l ' inflammation subséquente à l'augmentation de sécrétion d' adipokines 
(Bastard et al. , 2006; Fan et al., 2014). 
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2. Atteintes des adipocytes suite à un régime riche en graisse 
chez la souris C57BL/6 
Au niveau du tissu adipeux, la coloration hématoxyline et éosine a permis de mettre en 
évidence une augmentation de la taille de ces cellules chez les souris HFD en comparaison avec 
les souris LFD. Pour confirmer ce changement morphologique, la taille des adipocytes a été 
déterminée grâce à une méthode d'analyse d' image automatique. La taille moyenne des 
adipocytes en µm 2 du groupe HFD est significativement plus importante en comparaison avec 
celle mesurée dans le groupe LFD. Comme expliqué précédemment, cette augmentation est la 
conséquence de l' accumulation de TG résultant de l'ingestion élevée de lipides. Cette 
accumulation de TG pourrait provenir d'une déficience mitochondriale comme démontré dans 
une précédente étude. En effet, cette étude met en évidence une augmentation du contenu en 
TG cytosolique à la suite d'une inhibition de la phosphorylation oxydative grâce à l' antimycine 
A. L'origine de cette déficience pourrait être l'hypoxie (Vankoningsloo et al ., 2005). Les 
observations morphologiques ont également montré une augmentation du dépôt de matrice 
extracellulaire (MEC) ainsi qu'un nombre plus élevé de cellules interstitielles chez les souris 
HFD. Ceci concorde avec les précédentes études mettant en évidence un remodelage de la MEC 
pour supporter l'augmentation de taille des adipocytes (Henegar et al., 2008; Khan et al. , 2009; 
Spencer et al. , 2011). A ce sujet, il a été suggéré qu 'une fibrose pourrait induire des 
dysfonctionnements du tissu adipeux (Trayhurn, 2014). Une augmentation de la synthèse des 
composants impliqués dans la formation de la MEC a été observée chez des souris HFD et 
pourrait résulter de l' augmentation de l'hypoxie qui mènerait à l'inflammation. En effet, une 
inhibition de HIF-1 grâce à un inhibiteur de la protéine permet d'améliorer la fibrose chez ces 
souris HFD (Sun et al. , 2013). De plus, l'exposition d' adipocytes de souris HFD à des 
conditions hypoxiques ( 10% 0 2) induit une augmentation de l' expression des gènes codant pour 
des protéines de la MEC, comme le collagène (Halberg et al., 2009). 
Comme conséquence majeure de l' obésité, nous pouvons citer en premier lieu 
l' inflammation. En effet, l' infiltration des macrophages au niveau du tissu adipeux est l' un des 
premiers événements subséquent à l'augmentation de l' ingestion de nourriture riche en lipides 
(Guilherme et al. , 2008). Il a été démontré que cette augmentation résulterait tout d'abord de 
l'accumulation de MCP-1 , une cytokine produite entre autre par le tissu adipeux en réponse à 
des stimuli inflammatoires, comme par exemple le TNF-a (Berg et Scherer, 2005). Nous avons 
donc réalisé une qPCR de façon à mettre en évidence le niveau d'ARNm codant pour MCP-1 
dans le tissu adipeux et avons ainsi observé une augmentation significative d'ARNm chez les 
souris HFD en comparaison avec les souris LFD. Sartipy et Loskutoff ont également mis ce 
résultat en évidence en montrant que des adipocytes murins de souris ob/ob affichaient une 
quantité d' ARNm codant pour MCP-1 beaucoup plus élevée que chez des souris wild-type 
(Sartipy et Loskutoff, 2003). De plus, ces adipocytes murins présentaient une quantité 10 à 100 
fois plus élevée d' ARNm codant pour MCP-1 que le foie ou les reins. Enfin, les souris wild-
type ne présentaient pas de résistance à l' insuline contrairement aux souris ob/ob, il a été 
suggéré que la cytokine MCP-1 pouvait être l'une des molécules responsable de la résistance à 
l'insuline (Sartipy et Loskutoff, 2003). En effet, l' expression d'un transgène codant pour MCP-
1 dans le tissu adipeux de souris est suffisante pour induire l' infiltration de macrophages dans 
ce tissu, suivie du développement d'une résistance à l'insuline (Kanda et al. , 2006). Cependant, 
le temps de demi-vie et l'efficacité traductionnelle de cet ARNm chez les individus obèses sont 
actuellement peu caractérisés et l' ARNm transcrit peut par la suite être dégradé. La quantité de 
protéine MCP-1 ne concorde donc pas forcément avec la quantité d' ARNrn mesurée (Sartipy 
et Loskutoff, 2003). Par conséquent, nous avons également procédé au dosage tissulaire de 
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MCP-1. Les résultats obtenus sont en concordance avec les observations relatives à l 'ARNm 
étant donné que la concentration de MCP-1 dans le tissu adipeux des souris HFD est 
significativement plus élevée que celle mesurée chez les souris LFD. De même, nous avons 
observé une augmentation du nombre de macrophages dans le tissu adipeux des souris HFD 
grâce à une analyse par immunohistochimie, mettant ainsi en évidence un lien entre obésité et 
réponse inflammatoire. L'inflammation, et en particulier l' accumulation de macrophages, serait 
consécutive à une hypoxie du tissu adipeux. En effet, in vitro, les adipocytes murins soumis à 
une faible pO2 affichent une augmentation du nombre de macrophages au niveau des zones 
présentant de l'hypoxie (Lewis et al. , 1999 ; Murdoch et al. , 2005). De plus, la diminution de 
PPAR-y serait également responsable de l'augmentation de l'inflammation. Pour cette raison, 
l 'utilisation d'un agoniste de ce facteur de transcription permet la diminution de l' accumulation 
de macrophages (Hulsmans et al. , 2013). Le tissu adipeux chez le sujet obèse est donc 
caractérisé par une inflammation chronique de bas-grade pouvant contribuer à la résistance à 
l'insuline. Il semblerait que la quantité de MCP-1 adipocytaire soit directement corrélée avec 
l'IMC (Kanda et al. , 2006). 
Les stress oxydatifs et nitrosatifs sont également une conséquence de l'obésité. Dans 
notre étude, il aurait été intéressant de mettre en évidence la quantité de H2O2 au niveau de la 
phase chloroforme du triphase du tissu adipeux. Il serait logique de postuler que l'on devrait 
observer une augmentation de H2O2 chez les souris HFD en comparaison avec les souris LFD 
comme l'ont montré d'autres études (Galinier at el. , 2006 ; Loh et al., 2010 ; Frohnert et al., 
2011 ; Tormos et al. , 2012). Par exemple, des rats Zucker obèses présentent des altérations 
fonctionnelles mitochondriales et libèrent donc une quantité plus importante de H2O2 que les 
rats non-obèses (Hey-Mogensen et al. , 2012). Le rôle des ROS au niveau du tissu adipeux n' est 
pas très clair. En effet, une concentration faible de H2O2 est nécessaire pour la différentiation 
des cellules souches en adipocytes. L'ajout d'anti-oxydants au niveau de la mitochondrie 
mènerait à l'inhibition de la différenciation des adipocytes et cet effet serait inversé grâce à 
l'ajout de H2O2 exogène (Loh et al. , 2010 ; Tormos et al. , 2012). Cependant, à une 
concentration trop élevée, les ROS peuvent inhiber la chaîne de transport d' électrons au niveau 
de la mitochondrie et diminuer la prolifération et la différentiation des adipocytes (Carrière et 
al. , 2004). De plus, une diminution de la sécrétion d'adiponectines mènerait à une augmentation 
de la production de ROS et donc de stress oxydatifs (Furukawa et al. , 2004 ). Afin de caractériser 
le stress nitrosatif, nous avons réalisé une analyse par immunohistochimie. Le stress nitrosatif 
se produit lorsque le NO réagit avec l' anion superoxyde et forme ainsi de la nitrotyrosine. Cette 
molécule peut ensuite interagir avec des lipides, l' ADN ou les tyrosines de certaines protéines 
et empêcher le fonctionnement de ces molécules. Cependant, par manque de temps, nous 
n'avons pas pu quantifier les résultats et avons plutôt réalisé une analyse qualitative des photos. 
Nous en avons conclu que le tissu adipeux de souris HFD présentait un niveau de coloration 
plus élevé que celui observé chez les souris LFD. Ces résultats ont été confirmés dans la 
littérature par Codoner-Franch et al. , qui ont mis en évidence une augmentation de la 
nitrotyrosine chez des enfants obèses en comparaison avec des enfants sains (Codoner-Franch 
et al. , 2011). 
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3. Atteintes des hépatocytes suite à un régime riche en graisse 
chez la souris C57BL/6 
En ce qui concerne le foie, une augmentation de poids a été observée après 16 semaines 
de traitement avec de la nourriture HFD. Ce résultat pourrait traduire le développement d' une 
stéatose hépatique, qui consiste en une accumulation de lipides au niveau des hépatocytes et 
pourrait résulter en une augmentation de la masse de l'organe. Afin de confirmer cette 
hypothèse, nous avons tenté de mettre en évidence la stéatose hépatique grâce à la coloration 
hématoxyline et éosine. Cette analyse a révélé une accumulation de vacuoles dans les 
hépatocytes des souris HFD en comparaison avec les souris LFD. Ces vacuoles étaient presque 
aussi larges que le noyau et parfois même plus. Ceci correspond aux résultats publiés dans des 
études précédentes, rapportant une accumulation de vacuoles au niveau des hépatocytes de 
souris ob/ob (Hubscher, 2006). Afin de mieux caractériser ces larges vacuoles, nous avons 
réalisé une coloration oil red O permettant de mettre en évidence les lipides neutres. Une 
accumulation de la coloration rouge a été observée chez les souris HFD en comparaison avec 
les souris LFD, laissant supposer que ces vacuoles étaient composées, au moins en partie, de 
lipides neutres. Selon la littérature, ces vacuoles résulteraient d' une dyslipidémie au niveau de 
cet organe. En effet, une augmentation de la synthèse des acides gras, une diminution de la P-
oxydation, une diminution de l'exportation des TG par les VLDL et une augmentation des 
récepteurs permettant de capter les acides gras sanguins ont été mis en évidence dans plusieurs 
études (Shimano et al., 1997 ; Shimomura et al. , 1999 ; Ibdah et al. , 2005 ; Adiels et al. , 2006 ; 
Zhang et al., 2007 ; Greco et al. , 2008 ; Fabbrini et al. , 2008 ; Fabbrini et al., 2009). De façon 
à démontrer ce trouble du métabolisme au niveau du foie, nous avons mesuré le niveau de TG 
et d' acide gras, et mis ainsi en évidence une augmentation de la concentration de TG chez les 
souris HFD en comparaison avec les souris LFD. Cela traduit une accumulation de lipides 
stockés dans le foie. Selon certains auteurs, il s' agirait d'une réponse physiologique à 
l' augmentation de la consommation d'acides gras et serait protectrice plutôt que néfaste. En 
effet, il a été démontré que lors de stéatoses, on observait une accumulation de lipides 
hépatiques mais pas de dommages cellulaires, laissant supposer un rôle protecteur de ceux-ci 
(Tilg et Moschen, 2010). D'autres études rapportent également une augmentation du niveau de 
TG chez des souris HFD en comparaison avec les souris LFD suite à une augmentation de ppar-
'Y (Westerbacka et al. , 2007). La concentration de TG hépatiques mesurée chez les HFD était 
plus de 2 fois supérieur à celle des souris nourries avec une nourriture standard (Fabbrini et al., 
2009). Cette accumulation de TG proviendrait du fait que le tissu adipeux soit incapable de 
stocker le surplus de TG, ce qui conduirait à une accumulation ectopique de ces lipides, 
notamment au niveau des hépatocytes induisant ainsi des stéatoses hépatiques non-alcooliques. 
De plus, l'augmentation de la concentration plasmatique d'acides gras mène à un stockage accru 
de ceux-ci au niveau du foie sous forme de TG (Bradbury, 2006 ; Kawano and Cohen, 2013). 
Concernant les NEF A, nous avons également observé une augmentation de leur concentration 
chez les souris HFD en comparaison aux souris LFD, mais cette différence n 'était pas 
significative. Si l ' on se réfère à la littérature, nous pouvons observer que la lipolyse est 
augmentée durant la résistance à l ' insuline puisqu ' il n'y a plus d'inhibition de la HSL du tissu 
adipeux par l'insuline. Il en résulte une augmentation d'acides gras libres dans le sang 
provenant de la lipolyse des TG du tissu adipeux et les lipides s' accumulent au niveau 
hépatique. Jensen et al. montrent également une augmentation des AGL chez des femmes 
obèses en comparaison avec des femmes saines (Jensen et al. , 1989). Notre résultat ne corrèle 
donc pas avec la littérature et d' autres tests pourraient se révéler utiles. 
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Comme pour le tissu adipeux, on retrouve de l'inflammation liée à l ' obésité au niveau 
du foie, qui pourrait être la conséquence d'une augmentation de la sécrétion de certaines 
adipokines. En effet, une élévation des concentrations plasmatiques de TNP-a et d'IL-6 résulte 
en une augmentation de l'inflammation hépatique et pourrait conduire au développement de 
stéatoses (Shimizu et al. , 2013). Nous avons ainsi mis en évidence la présence de cellules 
inflammatoires au niveau du foie grâce à une analyse par immunohistochimie. Les 
macrophages, qui se retrouvent entre les hépatocytes sous forme de cellules allongées, sont en 
augmentation chez les souris HFD en comparaison avec les souris LFD. Les macrophages, en 
sécrétant du TNP-a, joueraient un rôle dans la résistance à l' insuline puisque des souris TNF-
a-1- semblent être protégées contre cette résistance (De Taeye et al., 2007). Par ailleurs, 
Morinaga et al. ont démontré que le nombre de ces macrophages, recrutés au niveau hépatique 
chez les sujets obèses, était 6 fois plus élevé en condition HFD. De plus, ces cellules 
présentaient un caractère inflammatoire plus important car elles sécrétaient de plus grandes 
quantités de TNP-a (Morinaga et al ., 2014). Comme l'accumulation des macrophages est la 
conséquence d'une augmentation de la quantité de MCP-1 , nous avons également réalisé une 
qPCR afin de mettre en évidence la quantité relative d' ARNm codant pour MCP-1. A nouveau, 
nous avons pu observer une augmentation d'ARNm chez les souris HFD au niveau du foie en 
comparaison avec les souris LFD. Une étude de Kanda et al. a mis en évidence le fait que des 
souris KO pour MCP-1 présentaient une réduction significative de l' accumulation de 
macrophages mais également de la résistance à l' insuline et de la stéatose hépatique observées 
en cas d'obésité (Kanda et al., 2006). Les résultats que nous avons obtenus ont été complétés 
par l'analyse quantitative de la concentration de MCP-1 . Grâce à ce dosage, nous avons observé 
une augmentation significative de cette concentration au niveau du foie des souris HFD. Il est 
intéressant de noter que des observations similaires ont été effectuées chez des souris 
surexprimant MCP-1 . Celles-ci présentaient une augmentation du niveau d ' ARNm hépatique 
codant pour SREBP-lc, un facteur de transcription important pour la régulation de la synthèse 
lipidique. En effet, ces souris étaient caractérisées par un niveau d'acides gras libres et de TG 
hépatiques plus élevés que les wild-type. Ces résultats tendent à démontrer un trouble du 
métabolisme du glucose et des lipides consécutifs à la réponse inflammatoire (Sartipy et 
Loskutoff, 2003 ; Kanda et al., 2006). 
De nombreuses études établissent un lien entre inflammation et résistance à l'insuline 
(Fujimoto et al., 2005 ; Tsuchiya et al., 2007 ; Charbonneau et Marette, 2010). Même si 
l'origine exacte de la résistance à l' insuline liée à l'obésité est un mécanisme complexe et 
actuellement peu connu, il a été démontré que l'augmentation d'adipokines inflammatoires, 
comme par exemple TNP-a, pouvait inhiber certaines molécules de la voie de signalisation de 
l'insuline. L'augmentation des acides gras libres, en menant à une lipotoxicité, pourrait 
également jouer un rôle dans la résistance à l'insuline en phosphorylant les résidus sérines de 
IRS-1 et AKT (Guilherme et al. , 2008). Pour mettre en évidence ce processus de résistance à 
l'insuline, nous avons réalisé une analyse par Western Blot de la protéine AKT présente au 
niveau du foie. En cas d'obésité, la voie de signalisation PBK/AKT est sous-régulée, participant 
ainsi à l' insulino-résistance (Kim et al. , 2008). Nous avons observé que la quantité de protéine 
AKT chez les souris HFD était supérieure à celle mesurée chez les souris LFD. Cependant, il 
faut être prudent quant à l'interprétation de ces résultats pour différentes raisons. Tout d' abord, 
il ne s' agit pas de la protéine phosphorylée, la forme active del' AKT. Il serait donc nécessaire 
de refaire l'analyse en utilisant un anticorps anti-AKT phosphorylé. Nous avons réalisé cette 
expérience grâce à un Western Blot. Malheureusement, l'anticorps ne semblait pas fonctionner 
correctement car le gel ne mettait aucune protéine en évidence. Cela pourrait aussi provenir du 
fait que les protéines peuvent être déphosphorylées et il aurait donc fallu ajouter des inhibiteurs 
de phosphatases. De plus, la quantité de protéines phosphorylées est faible en comparaison à la 
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quantité de protéines totale, il pourrait donc être intéressant de réaliser une immunoprécipitation 
avant le Western Blot de façon à amplifier le niveau de détection de la protéine. Dans la 
littérature, il a été montré que le niveau d 'A.KT phosphorylée diminue dans le foie des souris 
HFD en comparaison avec les souris LFD (Kim et al. , 2008). En outre, lors de précédentes 
études, des résultats significatifs n'ont été obtenus qu'après avoir injecté de l'insuline par la 
voie intrapéritonéale mais aucune différence significative n'a été relevée en l'absence 
d'injection. Dans notre modèle, nous n'avions pas injecté les souris avec de l' insuline. 
Finalement, nous avons également mis en évidence le niveau d'IRS-1 phosphorylée au niveau 
des résidus sérines grâce à une analyse par immunohistochimie. Il semblerait que le niveau de 
cette protéine soit plus élevé chez les souris HFD que chez les souris LFD. Cependant, une 
quantification de la protéine serait intéressante afin de confirmer le résultat visuel. De plus, 
comme pour A.KT, il faut tenir compte du fait que les souris n'ont pas été injectées avec de 
l'insuline. Il serait logique de penser qu'il se produit une augmentation de la concentration de 
la protéine phosphorylée chez les souris HFD. En effet, la phosphorylation de la sérine 612 
d'IRS-1 empêche le fonctionnement de la voie de signalisation à l'insuline. Cela serait sans 
doute la conséquence d'une inflammation ou d'une accumulation d'acides gras et comme ces 
phénomènes sont augmentés chez les souris HFD, la concentration d'IRS-1 phosphorylée serait 
par conséquent également augmentée. Si l'on compare avec une précédente étude, on note la 
mise en évidence d'un lien entre la phosphorylation d'IRS-1 et la résistance à l'insuline. Cette 
phosphorylation serait la conséquence d' une inflammation car chez les souris JNK-1-, la 
phosphorylation d'IRS-1 diminue de façon significative (Go et al., 2002). De plus, nos résultats 
révèlent une augmentation du marquage pour IRS-1 plus important au niveau des vaisseaux 
sanguins. Cela pourrait être dû au fait que la résistance à l'insuline se développe plus rapidement 
au niveau des vaisseaux qu ' au niveau des organes. En effet, Kim et al. ont démontré qu'une 
inactivation par phosphorylation des molécules de la voie de signalisation de l'insuline au 
niveau de l'aorte se produisait après 4 semaines mais que celle-ci ne survenait qu'après 8 
semaines au niveau du foie et du tissu adipeux (Kim et al., 2008). La résistance à l'insuline 
pourrait également provenir de l'accumulation de TG hépatiques. En effet, Korenblat et al. ont 
démontré que l'excès de TG hépatiques était corrélé à des troubles de la voie de transduction 
de l'insuline au niveau du foie, des muscles et du tissu adipeux lui-même. En effet, après un 
repas, l'insulinémie de 42 sujets obèses présentant une quantité de TG intrahépatiques 
différente (de 1 % à 46%) a été évaluée grâce à un traceur dans leur sang. Plus la quantité de TG 
était élevée, moins la sensibilité à l'insuline était présente au niveau des organes de ces patients 
(Korenblat et al., 2008). De plus, les modèles animaux de lipoatrophies mettent en évidence 
une extension massive de l'accumulation de TG par les tissus non-adipeux et montrent une 
extrême résistance à l'insuline suite à l'absence de tissus adipeux (Hegele, 2000 ; Gavrilova, 
2000). Ceci met donc en évidence le fait que la genèse de la résistance à l'insuline est complexe 
et multifactorielle. 
Le dernier corollaire de l'obésité que nous avons étudié concerne les stress oxydatifs et 
nitrosatifs. Pour mettre en évidence les stress oxydatifs au niveau du foie, nous avons réalisé 
un dosage de H2O2 dans la phase méthanol du triphase du foie. On remarque ainsi une tendance 
à l'augmentation de la concentration de H2O2 chez les souris HFD en comparaison avec les 
souris LFD. L'étude de Lacraz et al. rapporte des résultats similaires, soit une augmentation de 
la quantité de ROS suite à un régime HFD (Lacraz et al. , 2008). Concernant le stress nitrosatif, 
nous avons également réalisé une analyse par imunohistochimie au niveau du foie. Les images 
obtenues montrent que les souris HFD présentaient un niveau de marquage plus élevé que les 
souris LFD et donc présenteraient des stress nitrosatifs plus élevés. Cependant, comme pour le 
tissu adipeux, nous n'avons pas quantifié ces résultats, ce qui pourrait être utile pour confümer 
notre hypothèse. Une étude précédente démontre, grâce à l'utilisation d'un kit ELISA, que la 
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concentration de nitrotyrosine des animaux obèses est plus élevée que pour les non-obèses 
(Mandai et al., 2013 ). Nos résultats mettent en évidence un niveau de stress nitrosatif important 
au niveau des vaisseaux sanguins, qui pourrait s'expliquer par le fait que ces stress sont présents 
tout d' abord dans les vaisseaux sanguins avant d' atteindre les organes (Kim et al. , 2008). Cela 
pourrait aussi suggérer un découplage de la eNOS étant donné que la localisation de cette 
enzyme corrèle avec la localisation des stress nitrosatifs. Il serait intéressant de pouvoir mettre 
en évidence l'expression de la iNOS sur des coupes histologiques afin de démontrer une 
éventuelle corrélation entre cette enzyme produisant du NO, plutôt dans des conditions 
physiopathologiques, et les risques de stress nitrosatifs. 
4. Métabolisme du NO durant l'obésité et effet du L-NIL 
Selon certaines études, le NO aurait un rôle dans le contrôle du métabolisme du glucose 
et des lipides (Ribiere et al. , 1996; Kapur et al. , 1997; Andersson et al. , 1999 ; Tsuchiya et 
al. ,2007). En cas d'obésité, il a été démontré que l' expression de la eNOS diminuait mais qu ' au 
contraire, celle de la iNOS augmentait (Fujimoto et al., 2005; Tsuchiya et al. , 2007). Il en 
résulterait donc une augmentation du NO inflammatoire produit par la iNOS, le NO ainsi 
produit pouvant conduire au développement de stress nitrosatifs, serait donc délétère pour les 
tissus (Fernandez-Sanchez et al. , 2011). De même, une diminution de NO produit par la eNOS 
pourrait également s'avérer préjudiciable car pouvant déterminer une dysfonction endothéliale. 
En effet, des souris déficientes pour le gène de la eNOS présentent une résistance à l'insuline, 
de l' hypertension et de la dyslipidémie. Au contraire, les souris KO pour la iNOS semblent être 
protégées de ces troubles métaboliques (Hugli et al. , 2004; Fujimoto et al. , 2005). Ces 
observations pourraient être liées au double rôle du NO, celui-ci ayant un rôle bénéfique et 
néfaste sur l'homéostasie du glucose. Une quantité physiologique de NO, principalement 
produit par la eNOS et la nNOS, jouerait un rôle protecteur dans l'homéostasie du glucose alors 
que le NO produit par la iNOS aurait des effets délétères et mènerait à l' installation d'une 
insulino-résistance (Nomiyama et al. , 2004). Pour mettre en évidence l' enzyme eNOS, nous 
avons réalisé une analyse par immunohistochimie et pu montrer ainsi une diminution de 
l'expression de cette enzyme chez les souris HFD en comparaison avec les souris LFD au 
niveau du tissu adipeux et du foie (non-significative pour ce dernier organe). Puisque cette 
enzyme est endothéliale, il est logique de la retrouver au niveau des vaisseaux des différents 
tissus. Les résultats obtenus sont en corrélation avec les études précédentes (Fruebis et al., 2001 ; 
Kim et al., 2008; Cheng et al. , 2012). Cette diminution d'expression de la eNOS et par 
conséquent de la production de NO, pourrait être due à une déficience de l' enzyme ou une 
diminution de la disponibilité du substrat ou encore de cofacteurs essentiels impliqués dans la 
synthèse du NO. Cette déficience de l' enzyme pourrait provenir d'une altération de la 
phosphorylation de la sérine 1179 qui, en temps normal, permet d' augmenter l' activité de 
l'enzyme. Par exemple, il a été prouvé qu'une concentration élevée de glucose altérait la 
dimérisation de l'enzyme et sa phosphorylation (Fruebis et al. , 2001). De plus, il a été démontré 
que la résistance à l' insuline, en diminuant l'activité de l 'AKT kinase, induit une diminution de 
la phosphorylation de la eNOS (Cheng et al. , 2012). La diminution de production 
d'adiponectine induit également une chute de la phosphorylation de la eNOS au niveau des 
cellules endothéliales, et donc une diminution de l'activité de cette enzyme (Van de Voorde et 
al. , 2013). En résumé, les résultats obtenus dans notre étude sont probablement la conséquence 
d'une altération de l' activité de la eNOS en réponse à des changements métaboliques causés 
par l'obésité. Il est important de noter que le L-NIL ne restaure pas l' expression de la eNOS 
dans le tissu adipeux et le foie. Ceci suggère qu'il n'y aurait aucune interférence entre les 
activités de ces deux isoformes de NOS. Par la suite, nous avons essayé de réaliser une analyse 
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par Western Blot de la eNOS phosphorylée qui est donc la forme active, afin de mettre en 
évidence l' activité de l' enzyme. Cependant, le résultat n'a montré aucune protéine sur le gel 
probablement pour les mêmes raisons que pour la mise en évidence de la phospho-AKT. 
L'utilisation d' un phos-tag (Wako, Danemark), pourrait être envisagée car cette molécule lie 
les ions phosphates de façon spécifique et permet la formation d'un complexe plus stable afin 
de faciliter la détection de la protéine phosphorylée (Kinoshita et al. , 2009). Si l'on se réfère à 
de précédentes études, la eNOS phosphorylée était significativement moins présente chez les 
HFD que chez les LFD (Tsuchiya et al. , 2007; Touati et al., 2011). Il est à noter que nous avons 
essayé de mettre en évidence l'expression de la iNOS par analyse immunohistochimique. 
Cependant, cette technique n ' a pas fonctionné dans nos conditions expérimentales et d 'autres 
analyses seront nécessaires. Beaucoup d' études rapportent une augmentation de l' expression 
de cette enzyme dans le tissu adipeux et les muscles chez les souris HFD (Fujimoto et al., 2005 ; 
Tsuchiya et al., 2007 ; Kim et al., 2008). Dans le foie, différentes études montrent une 
augmentation de l'expression de la iNOS chez les souris HFD (Sugita et al., 2002; Fujimoto et 
al., 2005). 
Pour chaque expérience réalisée, nous avons évalué l'effet d'un traitement au L-NIL 
permettant l'inhibition de la iNOS. Cette approche devrait permettre une diminution du NO 
produit par cette enzyme, qui est principalement de nature inflammatoire. Tout d'abord, le 
traitement au L-NIL permet une diminution du poids des souris HFD sans faire varier le poids 
des LFD. Une étude utilisant du L-NAME affiche les même résultats (Tsuchiya et al. , 2007). 
Par contre, ce traitement ne semble pas prévenir l' augmentation du poids du foie; au contraire, 
il augmenterait même le poids de cet organe. Des études supplémentaires seraient donc utiles 
en vue d'établir un lien potentiel entre le NO et l'augmentation de la masse de cet organe. 
Concernant le tissu adipeux, les analyses histologiques ont permis d'observer une réduction de 
la taille des adipocytes des souris HFD traitées avec du L-NIL. Ceci a été observé dans une 
précédente étude utilisant du L-NAME, un inhibiteur non sélectif des NO synthases (Tsuchiya 
et al. , 2007). Concernant le métabolisme des lipides, il semblerait que le L-NIL prévient la 
dyslipidémie, tout au moins en partie, puisque l'on observe une diminution de des 
concentrations plasmatiques de NEFA et de TG chez les souris HFD+L-NIL en comparaison 
avec les souris HFD. Au niveau hépatique, on observe toujours une amélioration de la 
concentration de TG mais, de façon surprenante, le L-NIL ne semble pas avoir d' effet sur la 
concentration de NEF A. Au niveau du tissu adipeux, le NO synthétisé par la iNOS semble 
augmenter la lipolyse et donc l'augmentation de NEFA dans le sang semble tout à fait logique. 
Au niveau du foie, le L-NIL utilisé chez des souris ob/ob semble réduire l'hyperglycémie 
observée (Kapur et al., 2000 ; Fujimoto et al., 2005 ; Tsuchyia et al., 2007). Ces observations 
mettent en évidence un lien entre l'iNOS et un trouble du métabolisme des lipides au sein de 
ces organes. 
Le traitement au L-NIL semble diminuer l'inflammation au niveau du tissu adipeux 
mais pas du foie. Ce résultat ne corrèle pas avec les études précédentes réalisées sur le sujet où 
les auteurs montrent que le L-NAME, un inhibiteur des NOS, sous-régule l'expression des 
macrophages et de MCP-1 (Tsuchiya et al., 2007). Dans le foie, nous avons observé un 
accroissement de la quantité de macrophages et de MCP-1, ce qui suggère une augmentation 
de l'inflammation. Dans cet organe, le L-Nil semble diminuer le niveau d' inflammation mais 
ces résultats ne sont cependant pas significatifs. Concernant MCP-1, facteur chémo-attractant 
induisant une réponse inflammatoire par le recrutement de monocytes, il est intéressant de 
souligner qu ' il a été plus récemment reconnu comme une adipokine-clef induisant la résistance 
à l'insuline chez les souris obèses. En effet, les souris KO pour MCP-1 présentent une 
augmentation de la sensibilité à l'insuline et une diminution de l'accumulation de macrophages. 
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Certaines études montrent que MCP-1 est abondamment exprimé dans le tissu adipeux et que 
le niveau plasmatique augmente chez les souris obèses (Kanda et al., 2006 ; Tsuchiya et al., 
2007). Cependant, le L-NIL semble diminuer la concentration de cette molécule, probablement 
en diminuant la taille des adipocytes ce qui mènerait à la diminution de sécrétion d'adipokines 
inflammatoires et à la réduction d'accumulation de macrophages. 
Le traitement au L-NIL semble prévenir l'augmentation de la concentration plasmatique 
de l'insuline observée chez les souris HFD en comparaison avec les souris LFD. Il permet 
également de diminuer la concentration plasmatique de glucose. Ceci est cohérent avec les 
études réalisées sur le sujet, qui rapportent une amélioration de la sensibilité à l'insuline chez 
des souris ob/ob traitées avec du L-NIL (Fujimoto et al., 2005). Ceci pourrait être dû à une 
nitrosylation de certaines molécules de la voie de signalisation à l' insuline par le NO. En effet, 
les stress nitrosatifs régulent négativement l' AKT, le récepteur à l'insuline mais également IRS-
1 menant ainsi à une inhibition de la signalisation (Nomiyama et al., 2004; Charbonneau et al., 
2010). Ceci suggère qu'une augmentation de l'expression de la iNOS et/ou de son activité en 
cas d'obésité pourrait affecter la signalisation d'insuline par la production de NO interagissant 
avec les radicaux 02, formant ainsi du peroxynitrite induisant la S-nitrosylation des cystéines 
ou la nitration des tyrosines du récepteur à l'insuline, de IRS-1 et d'AKT. Ces processus les 
empêcheraient d'être phosphorylées, donc d'être actives, ce qui inhibe la voie de signalisation 
de l'insuline (Fujimoto et al., 2005; Philip et al., 2010). Concernant notre analyse par Western 
Blot, le L-NIL ne semble pas augmenter le niveau d' AKT, probablement pour les mêmes 
raisons que cité précédemment. Concernant IRS-1 phosphorylé, il ne semble pas y avoir d'effet 
du L-NIL. Cependant, une quantification permettrait de préciser ce que nous observons. 
Logiquement, une diminution de NO mènerait à une diminution de peroxynitrite capable de 
réagir avec les tyrosines d' IRS-1 et d'empêcher sa phosphorylation au niveau de ces tyrosines. 
Il y aurait donc plus d'IRS-1 phosphorylé en cas d'inhibition de la iNOS. Une étude de 
Nomiyama et al. démontre notamment que le 3-( 4-morpholinyl)sydnonimine hydrochloride 
(SIN-1 ), un producteur constitutif de peroxynitrite, diminue la concentration protéique de IRS-
1 et diminue sa phosphorylation dans des cellules 3T3-Ll de préadipocyte en culture 
(Nomiyama et al., 2004). Ceci montre bien qu'il peut se produire une diminution de phospho-
IRS-1 lors de stress nitrosatifs, probablement en faveur d'une nitrosylation des tyrosines de 
cette molécule. 
5. Conclusion et perspectives 
En conclusion, au sein de notre laboratoire, nous avons reproduit un modèle d'obésité 
lié au syndrome métabolique chez des souris C57BL/6. Ces souris, exposées à une alimentation 
riche en lipides, présentent une hypertrophie hépatique traduisant une stéatose hépatique non-
alcoolique, ainsi qu'un trouble du métabolisme lipidique. En effet, nous avons observé une 
augmentation des concentrations plasmatiques et tissulaires en NEF A et en TG en réponse à 
l'ingestion d' une quantité élevée d'acides gras. Les souris atteintes d'obésité présentent 
également une résistance à l'insuline, caractérisée par une hyper-insulinémie. De plus, la voie 
de signalisation de cette hormone semblait perturbée. L'origine de cette résistance n'est 
actuellement pas connue et pourrait provenir de l'accumulation de TG dans les tissus non-
adipeux, qui deviendraient par la suite résistants à l' insuline, ou bien de l'hypoxie du tissu 
adipeux et de l' inflammation conséquente. En effet, l'obésité est une maladie caractérisée par 
un état inflammatoire chronique. C'est ce que nous avons pu observer dans notre modèle grâce 
à la mise en évidence de la présence de macrophages et d'une concentration plus élevée de 
MCP-1 au niveau du tissu adipeux et du foie de ces souris obèses. Cette inflammation serait la 
conséquence de l'augmentation de la sécrétion d'adipokines par le tissu adipeux. Finalement, 
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des stress oxydatifs et des stress nitrosatifs au sein du tissu adipeux et du foie ont été mis en 
évidence et résulteraient probablement d'une dysfonction mitochondriale due à l' accumulation 
des acides gras. Les stress nitrosatifs peuvent être une conséquence de l'augmentation de 
l'expression ou de l'activité de la iNOS, ce qui pourrait accroître la production de NO et mener 
à des effets délétères. En effet, il a été observé que l'enzyme iNOS augmentait en cas d'obésité. 
Pour cette raison, nous avons utilisé dans notre modèle expérimental un inhibiteur de cette 
enzyme, le L-NIL, afin de limiter la production de NO dérivant de la iNOS. Dans ces conditions, 
nous avons pu observer deux améliorations significatives grâce à ce traitement : 1) le L-NIL 
peut prévenir l'augmentation de la taille des adipocytes. Puisque la sécrétion d'adipokines est 
proportionnelle à la taille de ces cellules, cette diminution de taille aura un effet bénéfique sur 
le niveau d'inflammation car ces cytokines sont principalement pro-inflammatoires. 2) On 
observe également une diminution de la résistance à l' insuline puisque la production réduite de 
NO inflammatoire mène à une diminution de stress nitrosatif et donc de la nitrosylation des 
protéines impliquées dans la voie de signalisation à l'insuline. Cependant, le traitement ne 
semble pas avoir d'impact sur le poids du foie. Au vu de ces résultats, le L-NIL semble donc 
utile afin d' améliorer les conséquences de l'obésité sur les différents organes mais ne permet 
pas de rétablir entièrement les paramètres histologiques et physiologiques de ces organes. 
De multiples perspectives peuvent être envisagées en vue d'approfondir l'étude de ce 
processus physiopathologique complexe. Tout d'abord, d'autres organes, tels que les muscles 
et le cœur, peuvent être étudiés de façon à mettre en évidence les effets d'une nourriture HFD. 
Les études sur le muscle ont été commencées dans notre laboratoire, mais les résultats n' étaient 
pas aussi probants que pour le foie. Aussi, d'autres méthodes peuvent être utilisées afin de 
mettre en évidence une accumulation de lipides ectopiques, une résistance à l'insuline ou une 
inflammation. Pour ce faire, des techniques telles que la coloration oil red o (sur tissus OCT), 
la détection de la présence de protéines actives de la voie de signalisation par Western Blot ou 
bien le dosage de cytokines inflammatoires (IL-6 ou TNF-a) pourraient être utilisées. De plus, 
il pourrait également être intéressant de déterminer si les anomalies observées suite à un régime 
HFD s'améliorent quand les souris sont nourries avec de la nourriture LFD ou « standard ». Vu 
le grand nombre d' études portant sur le rôle de l'hypoxie comme facteur clef impliqué dans le 
développement de l'inflammation et la résistance à l'insuline, il pourrait également être 
intéressant de l'étudier plus en profondeur. Pour cela, différentes techniques pourraient être 
utilisées : la mise en évidence du facteur de transcription HIF grâce à un Western Blot ou la 
mesure de la pression partielle en oxygène tissulaire, afin de mettre en évidence un lien entre 
l'hypoxie et la réponse cellulaire ou encore, l'injection de pimonidazole avant l' euthanasie pour 
mettre en évidence les sites d'hypoxie. De façon à imiter l'obésité induite chez l'homme, il 
pourrait aussi être pertinent d'ajouter du sucrose dans l'eau de boisson des souris et mettre en 
évidence un effet des sucres, en association avec des lipides, sur l'organisme. Finalement, un 
point important à réaliser lors de la réalisation d' un protocole similaire, est l' injection d' insuline 
la nuit avant l'euthanasie de façon à pouvoir mettre en évidence l'activation des molécules 
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